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I. Einleitung 


Schon Ernst Overton (1895, 1896, 1899, 1902) legte in seinen von 
groRem Weitblick zeugenden Permeabilitatsregeln fest, daf die einwertigen 
Alkohole sehr rasch durch das Plasma permeieren und zwar etwa ebenso 
rasch wie Wasser. Dies blieb im wesentlichen durch drei Jahrzehnte das 
einzige, was vom Wesen der Alkoholpermeabilitat bekannt war. Erst als 
das Problem der Wasserpermeabilitit in den Mittelpunkt der zellphysiolo- 
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gischen Forschung riickte. war es von Interesse, auch das Verhalten der 
iihnlich rasch permeiernden Alkohole zu priifen, und es liegen aus dieser 
Zeit eine Reihe von Untersuchungen vor. 

Birlund (1929) fand in sehr sorgfaltig ausgefiihrten Versuchen an 
Rheeo discolor, daB Athyl- und Methylalkohol eine wenn auch sehr 
schwache plasmolysierende Wirkung ausiiben, daf sie also doch. lang- 
samer permeieren als Wasser. Kontriir dazu waren die Untersuchungen 
Josts (1931) und Holdheides (1930, 1932), die an Hydrodictyon utri- 
culatum nach dem Einlegen in bestimmte Methylalkoholkonzentrationen 
heftige Plasmoptysen erhielten. Der Alkohol muBte also schneller in den 
Zellsaft gelangt sein als das Wasser heraus. Bestitigt wurden diese Ergeb- 
nisse durch Laibach (1932), der Valonia-Zellen ebenfalls permeabler fiir 
Alkohol als fiir Wasser fand. 

Collander und Birlund (1933) untersuchten die Wirkung von 
Methyl- und Athylalkohol auf Chara ceratophylla und konnten in niederen 
Alkoholkonzentrationen Kontraktionen, in héheren jedoch Ausdehnungen 
feststellen. Es konnte hier das erstemal eine Permeabilitatsinderung unter 
Alkoholeinflu® an ein und demselben Zellmaterial beobachtet werden. Die 
beiden Autoren fanden. daB .erst bei der Anwendung grofer, fiir die 
Zelle offenbar nicht mehr indifferenter Konzentrationen eine Umkehrung 
dieses Verhaltens beobachtet werden kann“. Es heift aber weiter: ..Damit 
soll allerdings nicht gesagt werden. da® alle anderen Zellen sich in dieser 
Hinsicht gleich verhalten miiBten. Ein Versuch von Holdheide (1930, 
S. 711) deutet im Gegenteil darauf hin, daB die Hydrodictyon-Zellen auch 
in ziemlich normalem Zustand enischieden permeabler fiir Methylalkohol 
als fiir Wasser sind™ (S. 71). 

Zur selben Zeit untersuchte Zehetner (1934), ankniipfend an die 
Arbeiten Holdheides, erstmalig auf breiterer Basis plasmometrisch das 
Verhalten zahlreicher plasmatischer Objekte auf ihr Permeationsverhalten 
gegeniiber dem Alkohol und unterschied nach dem Auftreten zweier prin- 
zipiell verschiedener Reaktionsweisen zwei Haupttypen, einen Ausdeh- 
nungstyp und einen Kontraktionstyp. Beim Ausdehnungstyp 
....hat sich der Protoplast bei Uberfiihrung aus dem Plasmolytikum in 
Plasmolytikum + Alkohol plétzlich stark ausgedehnt und geht dann wieder 
langsamer auf seine AusgangsgréBe zuriick; der Alkohol dringt plétzlich 
ein und das Wasser tritt nachher, infolge osmotischer Wirkung des Plasmo- 
lytikums auf den verdiinnten Zellsaft, langsam wieder aus. Bei Riickfiihrung 
in das reine Plasmolytikum zeigt sich der gegenteilige Verlauf: der Proto- 
plast zieht sich stark zusammen, der Alkohol tritt plétzlich aus der Zelle 
aus. das Wasser dringt langsamer cin.” Die Benennung erfolgt nach der 
ersten Reaktionsphase. Im Kontraktionstyp ....ist der Kurvenverlauf ge- 
rade umgekehri. Es tritt bei Ubertragung in Plasmolytikum + Alkohol 
starke Koniraktion ein, die langsain wieder auf die AusgangsgréRe zuriick- 
gehi. Bei Riickfiihrung in das reine Plasmolytikum dehnt sich der Proto- 
plast augenblicklich stark aus und stellt sich dann langsam wieder auf die 
AusgangsgréBe ein. Der Alkohol tritt hier langsamer durch das Plasma als 
Wasser.“ 
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Bei einigen Objekten konnte ein abweichendes Verhalten der Proto- 
plasten beobachtet werden, so daft diese nicht in die beiden Haupttypen 
eingereiht werden konnten. So zeigten bei Stachys ....die Protoplaste in 
der Zucker-Alkohollésung nach anfangs leichter Ausdehnung starke Kon- 
traktion, die zur Einstellung auf ein kleineres Endvolumen fiihrte“. Bei 
Menyanthes wieder tritt bei wiederholten Uberiragungen in Zucker-Alkohol 
und in reine Zuckerlésungen immer Kontraktion auf. In anderen Fillen 
konnte ein Umschwung vom Kontraktions- zum Ausdehnungstyp beobach- 
tet werden. 

Ruhland, Ullrich und Endo (1938) fanden bei einer Wiederholung 
der Zehetnerschen Versuche, daf die beiden Typen unter bestimmten 
Voraussetzungen ineinander iibergefiihrt werden kénnen. Es wurden zwei 
Objekte untersucht, wovon eines (Vallisneria spiralis) dem Kontraktionstyp 
Zehetners angehoérte, das andere (Cladophora sp.) dem Ausdehnungs- 
typ. Bei einem systematischen Wechsel der Versuchsbedingungen konnte 
cine Anderung der Reaktionen vor allem beim Kontraktionstyp festgestellt 
werden, waihrend der Ausdehnungstyp stabiler schien. Auf Grund ihrer 
Ergebnisse halten die Autoren eine Typisierung, wie sie Zehetner auf- 
stellte, fiir nicht gerechifertigt. 

Im letzten Jahrzehnt befafte sich vor allem die finnische Schule (C o I- 
lander 1949, 1950a, 1950b; Wartiovaara 1944, 1949) mit der Per- 
meation rasch permeierender Anelektrolyte und hier unter anderem mit den 
Alkoholen. Collander (1950b, S. 46) betont, wie gering unsere Kennt- 
nisse auf diesem Gebiet noch sind. Doch hat Collander (1954) an Zellen 
von Nitella mucronata die Permeationskonstanten fiir Methyl-, Athyl-. 
Propyl- und Butylalkohol ermittelt; seine Werte sind bei Bancher und 
Hofler (1959, S. 83) wiedergegeben. 

Stehen uns bei Wertung der Vorgange bei relativ langsamer Permeation 
eine grofe Zahl empirischer Tatsachen zur Verfiigung, so ist dies hier nicht 
der Fall und eine kausalanalytische Klarung der schwebenden Fragen triagt 
daher mehr oder weniger hypothetischen Charakter. Aufgabe neuer Ver- 
suche sollte es sein, quantitative MeBergebnisse einer Alkoholwirkung aui 
das Protoplasma zu erhalten. 


Dies war nun das Ziel vorliegender Arbeit. Neben einer Wiederholung 
und Priazisierung der Versuche Zehetners (1934) und Ruhland, 
Ullrich und Endo’s (1938) durch exakte MeBwerte wahrend der ganzen 
Alkoholeinwirkung sollte auch das Verhalten anderer Objekte uniter dem 
Einflu® von Methylalkohol untersucht werden. Es war zumal zu priifen, ob 
durch ein bestimmtes Verhalten der einzelnen Objekte dem Alkohol gegen- 
iiber die Aufstellung eines Ausdehnungs- und Kontraktionstypus berechtigt 
ist, d. h. ob unter gegebenen Versuchsbedingungen die 
Reaktion eines Objektes auf Alkoholeinwirkung eine 
grundsatzlich bestimmte ist, oder ob die Verhaliensweise dieses 
Objektes unter normalen Versuchsbedingungen willkiirlich wechselt. Kann 
cin derartiges objektspezifisches Verhalten festgestellt werden, so ist weiter 
zu untersuchen, ob ein von der Zelle einmal gezeigtes Verhalten auch bei 

31* 
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mehrmaligem Zutritt des gleichen Alkoholes erhalten bleibt und ob es sich 
unter dem Einflu® verschiedener Alkoholkonzentrationen andert. 

Im Hinblick auf die sich zum Teil widersprechenden Ergebnisse Z e he t- 
ners und Ruhland, Ullrich und Endo’s war eine gewisse Breite 
der Versuche zu fordern, um Streuungen innerhalb eines physiologisch be- 
dingten Bereiches feststellen zu kénnen. 


II. Methodik 


Bei der méglichst genauen Erfassung und Auswertung der in den folgen- 
den Versuchen sehr raschen Protoplastenreaktionen bewiahrte sich die 
plasmometrische Methode Héflers ausgezeichnet. Bei den Arbeiten mit 
diesen sehr schnell permeierenden Substanzen ist nur zu beobachten, daf ver- 
schiedene, sonst kaum ins Gewicht fallende, auferplasmatische Barricren 
den Permeationsbeginn wesentlich beeinflussen kénnen. So muBte bei den 
Versuchen stets sorgfaltig darauf geachtet werden, dafi die zugefiihrien 
Stoffe einen méglichst schnellen und ungehinderten Zutritt zu den unter- 
suchten Zellen hatten (Collander 1956b, S. 208), eine Tatsache, welche 
in gesteigertem Ma bei dem im folgenden angewandten Partialdruckver- 
fahren wichtig erscheint. Hof meister (1935) hat dieses Verfahren der 
plasmometrischen Methode angepaft. Seither wurde es in mehreren Unter- 
suchungen mit gutem Erfolg verwendet, so von Toivonen (1934), Zehe t- 
ner (1934), Ruhland, Ullrich und Endo (1938). Eine ausfiihrliche 
Darstellung dieser Methode ist bei Hofmeister (1935) gegeben. Auch 
die plasmometrische Methode ist heute schon Allgemeingut der Permeabili- 


titsforschung geworden, so daft sich ein naheres Eingehen wohl eriibrigt 
(siehe H6fler 1918 a, 1918b, 1934b, 1958: Hofmeister 1933: Kreuz 
1941: Rottenburg 1943; Biebl 1948: Strugger 1949). 


Im folgenden sei kurz auf die Versuchsanordnung eingegangen. Sie basiert im 
wesentlichen auf der Zehetners (1934) und Toivonens (1934). die auch von 
Ruhland, Ullrich und Endo (1938) beibehalten worden war. 

Plasmometrisch giinstige Objekte mit rechenbarer Zellform wurden in Pulver- 
glaschen mit cingeschliffenem Glasstoppel mit einem méglichst impermeablen Plas- 
molytikum bis zur Endplasmolyse vorplasmolysiert und in eine Durchstrémungs- 
kammer gebracht. Die Kammer war mit derselben Liésung gefiillt. Nach dem Mes- 
sen einer giinstigen Zelle wurde rasch das Medium gewechselt, d. h. es wurde eine 
Lésung durchgesaugt, die einerseits die Ausgangslésung, andererseits die gewiinschte 
Alkcholkonzentration enthielt. Die verwendeten Lésungen waren volumnormal her- 
gestellt. Die Herstellung der Plasmolytikum + Alkohol-Lésungen wurde ahnlich 
wie bei Zehetner vorgenommen. Der Vorgang soll an einem Beispiel nochmals 
kurz erlautert werden: Es soll eine 0.8 molare Liésung eines Plasmolytikums herge- 
stellt werden, die 10% Alkohol enthalt. Zur Verfiigung steht eine einmolare Grund- 
lésung und absoluter Alkohol. Es wurden nun acht Teile der einmolaren Grund- 
lésung in einen Mefkolben gefiillt, dazu kam mittels einer Pipette ein Teil des 
absoluten Alkoholes und ein Teil destilliertes Wasser. Das Plasmolytikum lag nun 
in einer 0.8 molaren Liésung vor und wurde durch den Alkohol nicht verdiinnt. 
Plasmolytikum + Alkohol-Lésungen wurden in Reihen mit 5, 10, 15 und 20% Alko- 
hol hergestellt. und zwar fiir die vorliegenden Versuche vorwiegend mit Methyl- 
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alkohol. Héhere Alkoholkonzentrationen als 20% wurden au@er Betracht gelassen. 
da in diesen hochkonzentrierten Lisungen das Plasma bereits nach kiirzester Zeit 
schwere Schidigungen aufwies. 

Wie bereits erwahnt, liegt die Schwierigkeit einer Messung bei rapid permeieren- 
den Substanzen in der Erfassung der ungemein raschen Protoplastenreaktionen. 
Die iibliche Methode der Ubertragung des Schnities in die gewiinschte Lésung und 
anschlieBende Messung unter dem Mikroskop kam hier nicht in Betracht. sondern 
es mute ein Weg gefunden werden, die Lésung unmittelbar an das beobachtete 
Objekt heranzufiihren. Huber und Héfler (1930) und Zehetner (1934) ver- 
wendeten Objekttrager, deren Deckglas nicht einfach aufgelegt wurde, sondern 
auf Deckglassplittern ruhte, so da® eme Art Kammer entstand, durch die die 
gewiinschte Lésung gesaugt werden konnte. Der Nachteil dieser Methode war. da® 











i 


Abb. 1. Eigentliche Durchstr6mungskammer. Ein Deckglas, wie es zu den Versuchen 
verwendet wurde. ist aufgelegt. 


das Medium nur einmal rein zugefiihrt werden konnte. Ruhland, Ullrich 
und Endo (1938) beniitzten zu ihren Versuchen eine von Ruhland und Hof f- 
mann (1926) konstruierte Durchstrébmungskammer, Toivonen (1934) eine ahn- 
liche Konstruktion. Von Stadelmann (1951) wurde eine .verbesserte Durch- 
strémungskammer™ beschrieben, die fiir die ersten Versuche der vorliegenden Unter- 
suchung zur Verfiigung stand’. Im Laufe der Untersuchung traten aber einige 
Nachteile auf. die zum GroBteil auf das benétigte Medium, den Alkohol, zuriick- 
zufiihren waren. Das Stérende lag vor allem darin, da® der an den Klebstellen der 
Kammer verwendete Klebstoff von héheren Alkoholkonzentrationen langsam gelési 
und dadurch die Kammer undicht wurde. Auch die Vaseline-Schicht. mit der die 
Kautschukfolie iiber dem Deckglas festgehalten wurde, wurde vom Alkohol stark 
angegriffen. teilweise gelést und durch den Unterdruck in den Objektraum hinein- 
gesaugt. wobei das Objekt verschoben und verklebt wurde. 


Das Bestreben war nun darauf gerichtet eine Méglichkeit zu finden, die 


Alkohollésungen ohne jede Verunreinigung, d. h. ohne Beriihrung léslicher 


1 Herrn Doz. Dr. E. Stadelmann (Freiburg) sei fiir die persénliche Ein- 
fithrung herzlichst gedankt. 
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Substanzen an die Versuchsobjekte zu bringen, wobei aber die Vorteile der 
.verbesserten Stadelmann-Kammer* gewahrt bleiben sollten. 
Stadelmann (1951, S. 617) wies bei der Beschreibung seiner Kammer 
schon darauf hin, daB alle wesentlichen Teile aus Glas bestehen, die nur 
an ihren Beriihrungsstellen durch Kitt mitsammen verbunden sind. Dies 
wurde auch als Forderung einer Neukonstruktion zugrunde gelegt. nur soll- 
ien dabei die neuralgischen Punkte, die Verkittungen der zu- und abfiihren- 
den Kapillarréhrchen am Objektraum, eingeschrinkt oder ganz vermieden 
werden. Ferner wurde eine gleichmafige, véllige Durchstrémung des Objekt- 


raumes mit der durchflieBenden Lésung angestrebt. Der bei der Stade l- 


Abb. 2. Lage und Befestigung der Kammer auf dem Rundtisch des Mikroskopes. 


mann kammer gegebene, sehr rasche, véllige Wechsel der gebotenen Lésun- 
gen fiir kurzdauernde Durchleitungen sollte ebenfalls erhalten bleiben. Im 
folgenden sei nun eine Durchstrémkammer beschrieben, die bei allen weite- 
ren Versuchen Verwendung fand und dabei keine technischen Mangel 
zeigte (Abb. 1). 

Im wesentlichen besteht die Kammer aus einer rechteckigen, 3 mal 10 cm 
grofen, { cm starken Glasplatte aus gehartetem Glas. Die Zu- und Ableitun- 
gen werden von Kapillarréhrchen gebildet, deren iuBerer Durchmesser 
4mm, der innere 1 mm betragt. Im Gegensatz zur Stadelmannschen 
Konstruktion sind diese beiden Leitungen nun nicht oben angeklebt oder 
gekittet, sondern werden von der Seite durch das Glas eingefiihrt. Dazu 
sind zwei Bohrungen ndétig, die etwas iiber die Mitte der Glasplatte reichen 
miissen. Ein erster Versuch, der an einem Block aus gewohnlichem Glas 
ausgefiihrt wurde, miflang, da der Glasblock an beiden Bohrstellen sprang. 
Zum zweiten Versuch wurde gehiartetes Glas verwendet und hier konnten 
die beiden Bohrungen tadellos ausgefiihrt werden. In ihre beiden inneren 
Endstellen wurden von oben ein 9mm langer. { mm breiter Schlitz gefriist, 
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der in die Bohrungen hinabreichte. Die beiden Kapillarréhrchen, die von 
der Seite eingefiihrt wurden, hatten zur Befestigung oder Dichtung keiner- 
lei Klebemittel nétig, da sie ganz genau eingepaBt werden konnten. Sie 
reichten bis zum Beginn der von oben hereinreichenden Schlitze und schrank- 
tien dadurch den vorhandenen toten Raum an der Zuleitung auf ein Mini- 
mum ein. Der eigentliche Objektraum wird von vier zugeschnittenen Deck- 
glaisern gebildet, die auf die Glasplatte mit Kanadabalsam aufgekittet wur- 
den. Die Anordnung wurde so gewahlt. da zwei breitere Deckgliaser 
parallel der beiden Lingsseiten gefiihrt wurden, wobei zwischen ihnen ein 
9mm breiter Streifen freigehalten wurde. der iiber die ebenso breiten 
Ein- und Auslafschlitze 

fiihrie. An den aiuferen 

Schichten reichen sie bis 

zum Rand des Glasblok- 

kes. Die beiden aufer- 

halb der eingefriisten 

Schlitze liegenden. noch 

nicht iiberdeckten Recht- 

ecke wurden ebenfalls 

mit zwei genau zuge- 

schnittenen Deckglisern 

bedeckt und diese ange- 

kittet. Zwischen diesen 

vier Deckgliisern befindet 

sich nun ein ausgesparter 

Raum von 9 mal {7 mm, 

der die eigentliche Ob- : : 

jektkammer bildet. Essei Abb. 3. Gesamtansicht der betriebsbereiten Kammer. 
noch erwahnt, da die 


zum Kleben verwendete Kanadabalsamschicht hauchdiinn aufgetragen 
wurde, so daft die ganze Tiefe der Kammer praktisch nur eine Deckglas- 
starke betragt. 


Die so verfertigte Kammer kann wie ein normaler Objekttrager behan- 
delt werden (Abb. 2). Sie wird einfach auf den Objekttisch des Mikroskopes 
gelegt und mit den beiden Objektklammern, die etwas aufgebogen werden. 
festgehalten. Zu den Versuchen verwendete ich ein Reicher t-Mikroskop 
mit einem Rundtisch, der mittels zweier seitlicher Schrauben bewegt werden 
kann, wodurch die darauf befindliche Kammer mitschwingt und der ganze 
Objektraum beobachtet werden kann. 


Die anderen Teile. die zum Betrieb der Kammer benétigt werden, wurden fast 
unverdndert von der ..verbesserten Stade! mann-Kammer* iibernommen (Abb.3). 
Die Zuleitung der Lésungen erfolgt iiber einen Vierweghahn, der. von einem 
Stativ gehalten, unmittelbar mit dem zufiihrenden Kapillarréhrchen der Kammer 
verbunden wird. Die Verbindung wird von aufen durch ein Gummischlauchlein 
abgedichtet. doch reichen die beiden Glasréhrchen fast unmittelbar aneinander. so 
daf die Lésung mit dem Gummi fast nicht in Beriihrung kommt. Die Befestigung 
des Hahnes au@erhalb der eigentlichen Kammer (im Gegensatz zur ..verbesserten 
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Stadelmann-Kammer”*) hat den Vorteil, daB — speziell bei raschem Umschal- 
ten — kleine, ruckartige Handbewegungen nicht unmittelbar auf die Kammer iiber- 
tragen werden, was sich besenders bei starken VergréRerungen sehr stérend aus- 
wirkt. Durch diese Art der Hahnanordnung konnie der Zuleitungsweg der Fliissig- 
keiten, der im Interesse eines raschen Lésungswechsels méglichst klein gehalten 
werden mu, auf ein Minimum herabgesetzt werden. Die Verbindung des Vierweg- 
hahnes mit den die Lésungen enthaltenden Gefafen erfolgt durch diinne Glasréhr- 
chen, die wieder mittels der erwahnten Gummimanschetten mit den Stutzen des 
Hahnes verbunden werden. Im Hinblick auf die recht fliichtigen Alkohole wurden 
bei meinen Versuchen a!s Vorrats- (= Lésungs-) Gefa@e Rundkolben verwendet. die 
mittels Gummistopfen verschlossen werden konnten. Durch Bohrungen in den 
Stopfen kénnen die Leitungsréhrchen von oben in die Kolben eingefiihrt werden. 
Sie reichen bis zum Beden der GeféBe. Der Durchmesser der Bohrungen war etwas 
gréBer als der der Leitungsréhrchen, so da® ein gewisser Luftdurchtritt gewihr- 
leistet war. Es konnte so die Entstehung eines Vakuums beim Absaugen unterbun- 
den werden. Die GréBe der Lésungskolben richtete sich nach der bendétigten 
Lésungsmenge. 

MuBte bei der Zuleitung der Lésungen darauf geachtet werden, da dieselben 
méglichst nur mit Glas in Beriihrung kommen, so konnte dies bei der Ableitung 
der verbrauchten Lésungen aufer acht gelassen werden. Es wurde dazu ein einfacher 
Vakuumschlauch verwendet. der iiber den zweiten Stutzen der Kammer geschoben 
wurde. Ein gewéhnlicier Gummischlauch erwies sich als ungeeignet. da derselbe 
infolge des zum Absaugen verwendeten Unterdruckes kollabierte. Abweichend 
von der Stadelmannschen Konstruktion wurde in die Mitte des Ableitungs- 
weges ein Zweiweghahn eingebaut. so daB die zweite Halfte der Ableitung also 
doppelt gefiihrt wurde. An die beiden abfiihrenden Stutzen des Hahnes wurden 
ebenfalls zwei Vakuumschlauche geschoben. die iiber zwei Glasréhrchen in eine 
Saugflasche fiihrien. Die Glasréhrchen saBen in Bohrunger eines Gummistopfens, 
mit dem die Saugflasche gut verschlossen werden konnie. Natiirlich waren hier die 
Bohrungen so bemessen. da® die Réhrchen fest saben und keinerlei AuBenluft ein- 
dringen konnte. Durch zwei Schraubhiahne, die iiber die beiden Schliuche geschoben 
wurden. konnte die Strémungsgeschwindigkeit in denselben so reguliert werden, 
daB die eine Leitung auf schnellen Liésungsdurchflu® eingestellt wurde, die andere 
auf langsamen. Im folgenden seien diese beiden Leitungen als Schnell- bzw. 
Langsamleitung bezeichnet. Der Absaugstutzen der Saugflasche war iiber einen 
Vakuumschlauch mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden, mittels der der zum 
Betrieb der Apparatur benétigte Unterdruck erzeugt werden konnte. Die Wasser- 
leitung wurde dabei nur soweit aufgedreht, daB es zu keinem Riickschlag des durch- 
strémenden Wassers in die Saugleitung kommen konnte. Der bei dieser Strémungs- 
geschwindigkeit erzielte Sog geniigt fiir den Betrieb der Apparatur vollkommen. 
Die feinere Regulierung der Saugintensitat erfolgte wie bei Stadelmann durch 
einen Regulierungsstutzen, einem durch den Gummistopfen der Saugflasche reichen- 
den Glasréhrchen, das ein iibergestiilptes Gummischlauchlein tragt. Dieses Schlauch- 
lein kann durch einen Schraubhahn mehr oder weniger geschlossen werden, so daft 
durch Ansaugen von mehr oder weniger AuBenluft das Vakuum in der Saugflasche 
reguliert werden kann. ohne da dabei die eigentliche Apparatur verandert werden 
muB. 

Da die Bedienung der Kammer in einigen Punkten von der der .verbesserten 
Stadelmann-Kammer™ abweicht. sei sie hier kurz erlautert: 


Nachdem die einzelnen, beschriebenen Teile der Apparatur aufgestellt und mit- 
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sammen verbunden worden sind, wird die Wasserstrahlpumpe in Gang gesetzt. 
Der Zweiweghahn wird mit der Schnelleitung verbunden, Uber den Objekiraum 
der Kammer wird ein Deckglas gelegt. das durch den entstehenden Unterdruck im 
Objektraum mit seinen Randern so auf den umgebenden Deckglasrahmen gepreft 
wird, da keine Aufenluft angesogen werden kann. Bei allen durchgefiihrien Ver- 
suchen geniigte diese Art der Deckglasauflage vollkommen. (Bei den ersten mit der 
Kammer ausgefiihrien Versuchen wurde eine mit Vaseline bestrichene Kautschuk- 
folie, wie sie bei der ..verbesserten Stadelmann-Kammer“ zur Abdidchtung ver- 
wendet wird, beniitzt. doch zeigte sich schon nach den ersten Versuchen, da dieselbe 
chne weiteres weggelassen werden kann, sofern geniigend grofe Deckgliser zur 
Verfiigung stehen. Eine bestimmte GréBe muf dabei nicht beachtet werden, da ja 
hier kein eingesenkter Rahmen vorhanden ist, doch erwiesen sich solche von 24 mal 
46mm als giinstig. Als wesentliche Erleichterung bei den sehr zahlreichen von mir 
durchgefiihrien Messungen erwies sich, daB die Kammer auf diese Art immer in 
sauberem Zustand blieb und nicht durch das zur Befestigung der Folie bendtigte 
Vaseline verunreinigt werden konnte. Eine umsiéandliche, zeitraubende Reinigung 
nach jedem Versuch, die sonst unvermeidlich gewesen ware, konnte unterbleiben. Es 
geniigte ein Durchsaugen der urspriinglichen Lésung und die Auflage eines neuen 
Deckglases, um die Kammer wieder betriebsfertig zu machen.) 

Durch Drehen des Vierweghahnes werden die zu Beginn mit Luft erfiillten 
Zuleitungsréhrchen mit den einzelnen gewiinschten Lésungen gefiillt. wobei darauf 
geachtet werden muf, daB die zuletzt angesaugte Lésung die ist, welche zur Vor- 
plasmolyse des Untersuchungsobjektes verwendet wurde. Es wird nun so lange 
Lésung angesaugt, bis die ersten Tropfen in die Saugflasche fallen. Mittels einer 
Stoppuhr wird die Tropfgeschwindigkeit bestimmt und eingestellt. (Die Durch- 
strémgeschwindigkeiten waren zu Beginn der Versuche mit der Kammer mittels 
Durchsaugen von Farbstofflésungen ermittelt worden, so daB genau feststand, wann 
die Lésungen bei verschiedenen Tropfgeschwindigkeiten das Objekt erreichen. Zur 
Fichung war auf Grund der Farbstoffversuche eine empirische Tabelle festgelegt 
worden, von der die Eintrittsgeschwindigkeiten abgelesen werden konnien.) Nach 
cer Regulierung der Strémungsgeschwindigkeiten wird durch Drehung des Zwei- 
weghahnes auf eine Zwischenstellung die Apparatur vom Vakuum der Saugflasche 
getrennt und der Vierweghahn ebenfalls auf eine Zwischenstellung gebracht. Da- 
durch wird eine Entleerung der Zuleitungsréhrchen beim Offnen der Kammer ver- 
hindert. Das Deckglas kann nun leicht gehoben werden und die Kammer ist 
betriebsfertig. 

Handelt es sich bei den Untersuchungsobjekten um Fadenalgen, so werden 
dieselben so der Linge nach in den Objekitraum gelegt, da® sie links und rechts 
iiber den eigentlichen Objekiraum hinausragen und bei Auflage des Deckglases 
durch dasselbe festgepre8t werden. Beim Arbeiten mit Schnitten wurde eine bereits 
von Url (1952, S. 289) beschriebene Methode verwendet: Es wurden Schnitte her- 
gestellt. die auf der einen Seite einen dickeren Teil besaBen, mit dem sie gut unter 
dem Deckglas hafienblieben. Bei besonders heiklen Objekten wurden zur Befesti- 
gung mitunter diinne Glasfaden verwendei, die schrig iiber die Kammer gelegt 
wurden, so daB der Schniit unter ihnen eingeklemmt werden konnte. Beim GroB- 
teil der untersuchten Objekte war aber eine besondere Befestigung unnétig, da sie 
ihren Platz in der Kammer. ohne verschoben zu werden, beibehielten. 


Das Untersuchungsobjekt wird in einen Tropfen des Vorplasmolytikums in die 
Kammer eingebracht und mit einem Deckglas bedeckit. Der Zweiweghahn des Ab- 
flusses wird langsam geéffnet und dadurch das Deckglas durch den entstehenden 
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leichten Unterdruck angesogen. Mit der rechten Hand wird der Vierweghahn des 
Zuflusses so ge6ffnet, da das zur Vorplasmolyse verwendete Plasmolytikum durch- 
gesaugt wird, so daft das Objekt noch immer im urspriinglichen Medium liegt. Durch 
gleichzeitiges Beobachten kann festgestellt werden. da® der Protoplast in der Stré- 
mung keine Anderung zeigte. Je nach der Griéfe des Objektes wird zur Unter- 
suchung das giinstigste Objektiv (bei meinen Versuchen 10:1. 30:1. 45:1 oder 
60:1) ausgewahlt und die Zelle mittels des Okularmikrometers gemessen. Nach 
der Protokollierung aller benétigten GréBen wird mit der linken Hand der Zwei- 
weghahn auf die Schnelleitung umgeschaltet und die Strémungsgeschwindigkeit in 
der Kammer dadurch betradhtlich erhéht. Bei den folgenden Versuchen wurde eine 
Strémungsgeschwindigkeit von 4 Tropfen pro Sekunde gewahlt. Bei der erwahnten 
Testung mit Farbstofflésungen hatte es sich gezeigt. daB bei dieser Geschwindigkeit 
die Lésungen der Kammer nach 1.5—2 Sekunden voéllig gewechselt waren. Mit einer 
Hand wird durch schnelles Drehen des Vierweghahnes die gewiinschte Lésung in 
die Kammer gesaugt. wihrend mit der zweiten Hand gleichzeitig eine Stoppuhr 
in Betrieb gesetzt wird. Die anfanglich raschen Voluminderungen der Protoplasten 
werden bei dieser scinellen Strémungsgeschwindigkeit genau kontrolliert. Dann 
wird der Zweiweghahn auf die Langsamleitung zuriickgedreht. Ist das End- 
volumen erreicht. wird eine neue Lésung (bei meinen Versuchen meist das Grund- 
plasmolytikum) durchgesaugt. indem zuersi der Zweiweghahn auf die Schnelleitung 
gedreht wird und dann der Vierweghahn auf die Leitung mit der gewiinschten 
Lésung. Diese Handgriffe wiederholen sich nun nach der Dauer der Messung immer 
wieder. Nach Beendigung des Versuches muff darauf geachtet werden, daf die 
letzte durchgesaugte Lésung vor dem Offnen der Kammer die ist. in welcher das 
nichste Objekt vorplasmolysiert wurde. so da® der nichste Schnitt in die Kammer 
eingebracht werden kann. 

Mit einigen Worten sei noch kurz auf die verwendeten Beleuchtungsquellen ein- 
gegangen: Tageslicht erwies sich als giinstig und konnte ohne weiteres verwendet 
werden, doch wurde spater meist kiinstliches Licht gewahlt. Am besten eignete sich 
eine Punktlampe, die etwas entfernt von der Apparatur aufgestellt wurde, um die 
stérende Lampenwarme zu vermeiden. Eine an das Mikroskop ansteckbare Beleuch- 
tungsanlage LUX TB zeigte diesen Nachtcil. indem sie die Kammertemperatur 
iibermaBig erhdhte. 

Die bei den Versuchen erhaltenen Ergebnisse sind bei den einzelnen 
Objekten zu Tafeln zusammengefabt. Es wird fiir jede Alkoholkonzentra- 
tion eine charakteristische Kurve angefiihrit. Kommen in einer Konzentration 
sowohl spontane Kontraktionen als auch primaire Ausdehnungen neben- 
einander vor. so werden Beispiele fiir beide Reaktionen gegeben. Der je- 
weilige Beginn der Plasmolytikum—Alkohol-Zufuhr ist in den Kurven mii 
+A + bezeichnet, der Wechsel auf das reine Grundplasmolytikum mit PI?. 


Ill. Ausdehnungs- und Kontraktionstyp 
(Cladophora — Menyanthes) 
a) Cladophora fracta 


ie Versuche mit Cladophera waren insofern von Bedeutung. als Z e he t- 
Die \ 4 t Cladopl f Bedeutung. als Zehet 
ner (1934, S.514) an Algen dieser Gattung seinen Ausdehnungstyp 
erlauterte. 
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Cladophora fracta ist ein recht resistentes Zellobjekt. Ich sammelte das Material 
in Wien im sogenannten Krebsenwasser der Praterauen, wo es wahrend des ganzen 
Jahres in groBen Mengen vorkommt. Die Watten wurden in Flaschchen in Original- 
wasser eingebracht und im Glashaus des Instituts im FlieB®wasserbecken auf- 
bewahrt. Sie waren noch nach Wochen in tadeliosem Kulturzustand. 

Bei der untersuchten Cladophora handelt es sich um wunderschéne Faden, Ihre 
Dicke schwankt zwischen 70 und 120. Die Hauptversuche wurden von Janner bis 
Marz 1958 und Mai bis Juni 1959 durchgefiihrt, doch wurde der Reaktionsverlauf 
von der Jahreszeit nicht beeinfluBt, wie an Hand verschiedener Wiederholungs- 
versuche festgestellt werden konnte. Die Plasmolyse erfolgte mit CaCl. Nach 30 
bis 40 Minuten zeigten in einer 0.5 molaren Lésung alle Zellen schéne Konvex- 
plasmolyse. 


Schon die ersten Versuche, die ich mit diesem Objekt durchfiihrte, zeigten 
den von Zehetner beschriebenen Ausdehnungstyp. Die Proto- 
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Abb. 4. Cladophora fracta. Einstiindige Vorplasmolyse in 0.5 GM CaCl. Methyl- 
alkoholzusatz (+ At) von 10%. Nach 20 Minuten zuriick in reines CaCl, (PI *). 


plasten konnien von Beginn der Alkoholeinwirkung an beobachtet werden 
und die auf Grund der gemessenen Plasmolysegrade gezeichneten Kurven 
entsprechen den tatsachlichen Volumina. Die Versuche mit 10%igem Methyl- 
alkohol wurden an den Anfang der Untersuchungen gestellt; einige davon 
beziehen sich auf die Festlegung der Beobachtungstechnik. Der auf Abb. 4 
dargestellte Versuch z. B. sollte ermitteln, wie lange ein Protoplast bis zur 
Einstellung auf das osmotische Gleichgewicht in der neuen Lésung braucht. 
Diese erfolgt nach etwa 10 Minuten. Der Protoplast dehnte sich rasch vom 
Plasmolysegrad g 0,656 auf g 0.685 aus, dann verkleinerte er sich innerhalb 
von 10 Minuten auf 0,614 des Protoplastenvolumens und in weiteren 10 Minu- 
ten nur noch unwesentlich auf 0.605. Die weiteren Versuche sind auf diesen 
ersten 10-Minuten-Intervallen aufgebaut. 

Als sich im Lauf der Untersuchung bestatigte. daB das gepriifte Objekt 
auf die Ubertragung aus dem Grundplasmolytikum in die alkoholhaltige 
L.oésung immer mit Ausdehnung reagiert, war zu priifen, ob eine von der 
Zelle einmal gezeigte Verhaltensweise auch bei mehrmaliger Einwirkung 
desselben Alkoholes erhalien bleibt. Es wurden zahlreiche Versuche von 
langer Dauer durchgefiihrt. wobei das die Zellen umgebende Medium mehr- 
mals gewechselt wurde. Der in Abb.3 dargestellte Versuch erstreckt sich 
iiber mehr als zwei Stunden. Dabei wurde die zugefiihrte Lésung 14mal 
gewechselt. 
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Es zeigt sich, da eine Zelle auch bei 6fteren Alkoholgaben ihre Reak- 
tionsweise nicht nur beibehalt, sondern daf dariiber hinaus diese Reak- 
tionen fast den gleichen Verlauf zeigen. Der vorliegende Versuch ist noch 
in anderer Weise bemerkenswert. Er zeigt den gleichmaBigen Verlauf der 
Protoplastenreaktion bei Einwirkung einer bestimmten, gleich bleiben- 
den Alkoholkonzentration. Es lie® sich nun leicht an derselben Zelle das 
Verhalten in anderen Konzentrationen untersuchen. Bei der letzten und 
vorletzten Alkoholzufiihrung wurde deshalb an Stelle von 10%igem Alkohol 
solcher von 15% geboten: Der Protoplast reagierte mit deutlich verstirkter 
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Abb. 5. Cladophora fracta, Einstiindige Vorplasmolyse in 0.5 GM CaCl,. Die ersten 

fiinf Methylalkoholgaben 10%ig. die beiden letzien 15% ig. 
Ausdehnung. Interessanterweise zeigie sich auch. dal die Gleichgewichts- 
lage des Protoplasten in der Alkohollésung jetzt tiefer lag als vorher. Dieses 
gegeniiber dem Gleichgewicht im Grundplasmolytikum tiefere Alkohol- 
gleichgewicht konnte zwar auch schon in der 10%igen Lésung beobachtet 
werden, war dort aber nicht so ausgeprigt. Auch bei fasi allen weiteren 
Versuchen siellte sich dieses Phinomen der ..Gleichgewichtsdepression in 
Alkohol-Mischlésungen™ wieder ein. Der Effekt war um so starker, je hoher 
die einwirkende Alkoholkonzeniration war. Wir kénnen diese auffallige 
Erscheinung. die im folgenden noch vielfach begegnen wird. in der vorlie- 
genden Arbeit in ihrer physikalisch-chemischen Bedingtheit noch nicht dis- 
kutieren. 

Eine zweite Moglichkeit. die fiir ein Zellobjekt charakteristische Reak- 
tionsweise fesizulegen, besteht darin, eine méglichst groBe Anzahl verglei- 
chender Versuche unter denselben Bedingungen durchzufiihren. Es wurden 
nun mit Cladophora eine gréBere Anzahl von Versuchen angestellt und 
verschiedene Alkoholkonzentrationen dabei angewandt. Wie von den Vor- 
versuchen her zu erwarten war. stimmten die Kurven in ihrem Verlauf 
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gut iiberein. Die Reaktionen in den einzelnen Alkoholkonzentrationen ver- 
laufen durchaus ahnlich. In Abb. 6 soll ein Beispiel dafiir gegeben werden: 
Es werden je drei Versuche mit der schwachsten (5%igen) und drei mit der 
stirksten (20%igen) Alkoholkonzentration angefiihrt. Die Versuche in 
5% Methylalkohol verliefen glatt. Zu den Versuchen mit 20% ist zu sagen, 
da es in allen drei Versuchen nach 20 Minuten, sofort nach der zweiten 
Alkoholzufuhr, zu einer ziemlich heftigen Eindellung der Zellwand kam. 
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Abb. 6. Cladophora fracta. Grundplasmolytikum 0.5 GM CaCl,. Methylalkohol- 
zusatz von 35% (Versuch a. b. c) und 20% (Versuch d. e. f). 


die aber nach 3 bis 4 Sekunden beendet war. Nach 1% bis 2 Minuten begann 
sich der Protoplast an mehreren Stellen zugleich von der Langsmembran 
abzuheben und war seinem Aussehen nach schwerst geschadigt. Nach 5 bis 
7 Minuten lag der Protoplast von allen Seiten etwa gleich stark abgehoben 
in der Mitte der Zelle. Die Versuche wurden dann abgebrochen. 

In Abb. 7 sind vier Versuche aufgetragen, von denen je eine Kurve ein Beispiel 
fiir eine Methylalkoholwirkung von 5%, 10%. 15% und 20% bietet. 

Die Ergebnisse der Versuchsreihen seien kurz festgehalten: (Zum Vergleich 
werden auch zahlreiche weitere Versuche in diesen Konzentrationen herangezogen. 
die nicht naher angefiihrt werden kénnen.) 

5% Methylalkohol: Die Versuche zeigen einen sehr ausgeglichenen Ver- 
lauf. Nach einer verhaltnismaéBRig langsamen Ausdehnung von geringer Intensitat 
erfolgt langsame Kontraktion, die sich iiber die ganzen zehn Minuten der jeweiligen 
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Untersuchungszeit erstreckt. Bei Zufiihrung des reinen Plasmolytikums kontrahiert 
der Protoplast im entsprechenden Ausmaf, um sich dann langsam wieder auszudeh- 
nen. 

Auffallig an vielen Versuchen das bereits erwahnte tiefere Plasmolytikum— 
Alkohol-Gleichgewicht gegeniiber dem Gleichgewicht im reinen Plasmolytikum. 
Schon Zehetner (1934, S. 519) beschrieb dieses Phénomen und er vermutet, daf 
dieser starkere Plamolysegrad durch Exosmose von Zellsaftstoffen verursacht wird. 
Er weist darauf hin, daB mit diesen iibermafRigen Volumsverkleinerungen Plasma- 
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Abb. 7. Cladophora fracta. Grundplasmolytikum 0,5 GM CaCl,. Methylalkohol- 
zusatz von 3% (Versuch a). 10% (b), 15% (c) und 20% (d). 


anderungen Hand in Hand gehen. Bei den vorliegenden Versuchen konnte dies 
jedoch nicht bestatigt werden. Die Protoplasten zeigten in dieser Konzentration 
wahrend der Untersuchung keinerlei Verénderungen. Gegen eine Exosmose von Zell- 
saftstoffen spricht auch die Tatsache, daf nach Riickfiihrung der Zellen in das reine 
Plasmolytikum das urspriingliche Gleichgewicht der Vorplasmolyse immer erreicht 
wird. Waren osmotisch wirksame Substanzen aus der Vakuole exosmiert, so kénnte 
sich das eintretende Gleichgewicht im reinen Plasmolytikum nur auf die Héhe des 
vorhergegangenen Alkoholgleichgewichtes einstellen. 

Bei allen Versuchen war deutlich zu sehen, daf sich die einzelnen Zellen in ihrem 
einmal gezeigiten Verhalten dem Alkohol gegeniiber nicht mehr andern. 

10% Methylalkohol: Die Ausdehnungen der Protoplasten bei Plasmolyti- 
kum—Alkohol-Zusatz erfolgen dem Diffusionsgefalle -gema® schneller als bei der 
vorigen Alkoholkonzentration und die Maximaldehnungen sind gréfer. Allerdings 
kontrahieren die Protoplasten auch wesentlich schneller, so daf nach % bis 
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14% Minuten der urspriingliche Plasmolysegrad wieder erreicht ist. Auch hier ziehen 
sich die Protoplasten noch unter diesen Wert zusammen, wobei das Gleichgewicht 
noch tiefer liegt als bei 5% Methylalkohol. Bei neuerlichem Zusatz des reinen 
Plasmolytikums kommt es zur erwarteten Kontraktion und der anschlieBenden Aus- 
dehnung auf die Héhe der Vorplasmolyse. Bemerkenswert ist die verhaltnismaRig 
geringe Kontraktion bei Plasmolytikumzusatz im Gegensatz zur Ausdehnung bei 
Plasmolytikum—Alkohol. Diese Erscheinung ist sehr haufig zu beobachten, in ver- 
stirktem Maf bei noch héheren Alkoholkonzentrationen (15%, 20%). Eine véllige 
Ubereinstimmung der Kontraktions- und Ausdehnungskurven, wie sie Zehetner 
an seinen Cladophora-Versuchen oder Toivonen an Allium cepa beschreibt. konnie 
nur in den seltensten Fallen erreicht werden. Dieser Unterschied in der Reaktions- 
intensitat ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, da bei Zuflu® der Plasmo- 
lytikum—Alkohol-Lésung zum Protoplasten aufen stets die gleiche Alkoholkonzen- 
tration zur Verfiigung steht, wahrend sie in der Vakuole zuerst Null betragt und 
dann langsam ansteigt, bis sie den Wert der AuBenlisung erreicht hat. Bei Uber- 
fiihrung der Objekte in das reine Plasmolytikum sinkt hingegen die Alkohol- 
konzentration in der Vakuole vom ersten Augenblick an standig ab, damit aber 
auch das Diffusionsgefille. Die Protoplastenbewegungen werden geringer. da die 
durch den langsameren Alkoholaustritt verursachte Kontraktion durch die Ausdeh- 
nung bereits eindringenden Wassers kompensiert wird. 


15% Methylalkohol: Diese Alkoholmenge fiihrt in manchen Fallen schon 
zu einer Schadigung der Protoplasten. Der Kurvenverlauf bei den einzelnen Ver- 
suchen ist nicht mehr so gleichhmafig wie bei den niederen Alkoholkonzentrationen. 
Es kommt zu sprunghaften Verainderungen im Verhalten ein und desselben Proto- 
plasten und bei manchen Zellen zeigen sich ausgesprochene Absterbebilder. Es 
kommt dann zu einer stetigen, starken Protoplastendehnung, die bis zur vélligen 


Deplasmolyse fiihren kann. Das Plasma reagiert zwar noch einige Zeit auf einen 
Lésungswechsel, stirbt aber bald ganz ab. 

Auch in dieser Alkohollésung liegt in den meisten Fallen die Kontraktionsinten- 
sitat der Protoplasten bei Zufuhr des reinen Plasmolytikums unter der Aus- 
dehnungsintensitaét im Alkohol. Diese Verringerung der Kontraktion geht in ein- 
zelnen Fallen so weit, daB beim Zusatz des reinen Plasmolytikums zu den in der 
Plasmolytikum—Alkohol-Lésung liegenden Objekten gar keine Kontraktion mehr 
erfolgt, sondern daB sich der Protoplast gleich auf das urspriingliche Plasmolyse- 
gleichgewicht ausdehnt (Versuch c in Abb. 7). 

20% Methylalkohol: Die Zahl der geschadigten Protoplasten nahm in 
dieser Konzentration stark zu. In sehr vielen Versuchen starben sie bereits 
nach 20—30 Minuten ab. Auch vor diesem Zeitpunkt waren oft deutliche Schaiden 
und Absterbebilder zu erkennen: Schon beim ersten Plasmolytikum—Alkohol- 
7Zusatz kam es haufig zu einem mehrmaligen Abheben der Protoplasten von der 
Zellangswand. Die Protoplastenoberflache wurde rauh und unregelmaBig. Die schéne 
Konvexplasmolyse wurde ungleichmafig, die beiden Menisken flachten sich ab. 
Wihrend der ganzen folgenden Versuchszeit blieben die Protoplasten in der Alkohol- 
lésung mehr oder weniger von der Lingswand abgehoben. Auf den Wechsel des 
Mediums reagierten sie zwar noch, waren aber bereits sichtlich geschadigt. Der 
Versuch d zeigt das Verhalien eines wihrend des ganzen Versuches unge- 
schadigten Protoplasten. 

Bezeichnend fiir diese Alkoholkonzentration ist das besonders tiefe Plasmolyti- 
kum—Alkohol-Gleichgewicht, das immer weit unter dem reinen Plasmolysegleich- 
gewicht liegt. 





W. Werth 


Die vorliegende Versuchsreihe zeigt, daff Cladophora fracta unier nor- 
imalen Versuchsbedingungen auf Alkoholeinwirkung tatsachlich mit spon- 
taner Ausdehnung reagiert. Es kam in allen Versuchen stets zu Ausdehnun- 
gen und nie zu Kontraktionen. Ruhland, Ullrich und Endo (1938), 
die die Zehetnerschen Ergebnisse kritisch priiften, fanden an einer 
Cladophora sp. des SiiBwassers, da sie bei Vorplasmolyse in einer aquili- 
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Abb. 8. Menyanthes trifoliata. Grundplasmolytikum 0,6 GM ‘Traubenzucker, Methyl- 
alkoholzusatz von 5% (Versuch a), 10% (b), 15% (Versuch c, e) und 20% (Versuch 
d. f). Versuch e und f entsprechen in ihrem Verhalten dem Ausdehnungstyp 
Zehetners, 


brierten Lésung von 0,45 GM KCI + 0,05 GM CaCl, in5%- und 10%igem Me- 
thylalkohl kontrahierte. Ich kann diese Beobachtungen auch bei vielfacher 
Wiederholung der Versuche an meinem Cladophora fracta-Material nicht 
bestatigen. 


b) Menyanthes trifoliata 


Dem Kontraktionstyp Zeheiners entspricht unter manchen 
anderen untersuchten Objekten Menyanthes trifoliata. Ich méchte die Ver- 
suche etwas ausfiihrlicher bringen. 


Die Pflanzen stammen aus Wassergriben der Zitzmannsdorfer Wiesen am Neu- 
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siedlersee. Verwendet wurden die anthokyanreichen Subepidermalzellen des Blatt- 
stieles. Plasmolysiert wurde mit 0,8 mol Traubenzucker, 


In Abb.8 sind die Reaktionen bei 5-, 10-, 15- und 20%iger Methyl- 
alkoholeinwirkung aufgetragen: Beim ZufluB der Lésungen, die gleichviel 
Zucker und dazu noch 5% bzw. 10% Methylalkohol enthielten, zeigten 
sich stets deutliche und recht starke Kontraktionen. In 15%igem Alkohol 
zeigten sich vereinzelt, in 20%igem haufig neben den Kontraktionen auch 
Ausdehnungen, wobei die Protoplasten in vielen Fallen auferlich keinerlei 
Schadigungen aufwiesen. Beispiele fiir diese Ausdehnungskurven sind 
ebenfalls in Abb. 8 bei den betreffenden Alkoholen angefiihrt (Versuch e 
fiir die Einwirkung von 15%igem Methylalkohl, Versuch f fiir eine solche: 
von 20%). 

Die Wiederausdehnungen bei den echten Kontraktionskurven erfolgen 
rasch und das Plasmolytikum-Alkohol-Gleichgewicht ist bald erreicht. Dabei 
kommen die Protoplasten friiher zur Ruhe, als nach den Ausdehnungen 
bei Cladophora. Das ganze Kurvenbild wird dadurch ausgepragter. Zumal 
in den héheren Konzentrationen ist auffallig, daf sich (wie bei Cladophora) 
das Plasmolytikum-Alkohol-Gleichgewicht nicht in derselben Hohe (d.h. beim 
selben Plasmolysegrad) wie vorher im reinen Zucker einstellt, sondern daf 
das Gleichgewicht tiefer, also bei einem stirkeren Plasmolysegrad liegt: so 
im mitgeteilten Versuch bei 15% und 20% Alkoholzusatz G 0,373 bzw. 0,382 
gegen 0,438 bzw. 0,440 im Zucker. 


Fiir die in der Tabelle angefiihrten Versuche sei im folgenden das Versuchs- 
protokoll wiedergegeben: 


5% Methylalkohol: (Abb, 8, Versuch a) 


4. VII. 1958 Menyanthes trifoliata Versuchsnummer: 4, VII/I/1 
Temp.: 21,3°C 
Zellainge: h = 86 Okular, Objektiv: 10,60 
Zellbreite: b = 20,1 Tropfgeschw.: 0,3”/1 Tr. 
Vorplasmolyse in 0,6 GM TBZ seit 9.30 
10.03 Schnitt in die Kammer in 0,6 GM TBZ G = 0,387 


10.05 in 0.6 GM TBZ + 5% Meth. Alk. 10.15 in 0,6 GM TBZ. 
nach 4” g = 0,375 nach id g = 0,410 
6” g = 0,364 Menisken werden rauh und flachen 
12” g=0,341 ab. 
Langsames Abflachen der Menis- 12° g = 0,457 
ken. 18” g = 0,434 
18” g=0,358 24” g=0,428 
Menisken beginnen sich wieder ab- 42” g = 0,416 
zurunden. 3" g = 0,410 
24” g = 0,364 Menisken beginnen sich wieder ab- 
30” g = 0,370 zurunden. 
36” g = 0,375 Q’ g = 0,404 
2’ 30” g = 0,381 2° 30" g = 0,399 
os g = 0,381 = g = 0,399 
10’ g = 0,381 Menisken ideal konvex. 
10 g = 0,399 
Protoplasma, Bd. LIII/4 
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10.25 in 0.6 GM TBZ+5% Meth.Alk. 10.35 in 0,6 GM TBZ. 
nah 4 4g =0,364 nach 7 g = 0,434 
Menisken werden rauh, 12” g = 0,445 
22° g = 0,364 24” g = 0,434 
Menisken beginnen sich zu runden. 30” g=0,416 
24” g = 0,364 36” g = 0,410 
30” 3 g=0,370 12” g=—0,399 
7°42" = 0,375 230" g = 0,393 


x 


Menisken wieder ideal konvex. 5 g = 0,387 


5 g = 0,375 Menisken ideal konvex. 
10’ g = 0,375 10’ g = 0,387 


10% Methylalkohol: (Abb.8, Versuch b) 
3. VII. 1958 Menyanthes trifoliata Versuchsnummern: 3. VII/VI/! 
Temp.: 22,6° C 
Zellinge: h = 73 Okular, Objektiv: 10.60 
Zellbreite: b = 15 Tropfgeschw. 0,4”/1 Tr. 
Vorplasmolyse in 0,6 GM TBZ seit 14.20 
15.57 Schnitt in die Kammer in 0 GM TBZ G=0,390 
16.00 in 0.6 GM TBZ+ 10% Meth.Alk. 10’ g = 0,383 
nah 4” E 16.20 in 0,6 GM TBZ + 10% Meth.Alk. 
6” = 0,315 nah 3” g=0,342 
Menisken flachen ab und werden 6” g =0,315 
rauh, Menisken werden flacher. 
12” ; 12” g=0,329 
18” 18” g=0,342 
Menisken beginnen sich wieder zu Menisken beginnen sich wieder ab- 
runden. zurunden. 
24” g = 0,370 24” g = 0,356 
30” g=0,370 30” g = 0,363 
42” g = 0,376 36” g = 0,370 
Menisken ideal konvex. Menisken ideal konvex. 
1°06” g=0,384 1’ g = 0,376 
5 g = 0,384 130” 3g =0,383 
10’ g = 0,384 5 g = 0,383 
16.10 in 0.6 GM TBZ. 10’ g = 0,383 
nach 5” g = 0,411 16.30 in 0,6 GM TBZ. 
8” g = 0.438 nach 4” g = 0,424 
18” g=0,432 6” g=0,472 
24” =g = 0,418 8” g=0,452 
Menisken werden flach und un- 12” g = 0,438 
regelmafig. Menisken flachen leicht ab. 
42” _g = 0,37 16” g=0,418 
30” g = 0.411 24” g = 0,397 
42” g = 0,404 Menisken beginnen sich zu runden. 
Menisken beginnen sich abzurun- 30” g = 0,390 
48” g = 0,383 
30" g=0,383 
Menisken ideal konvex. 
5 g = 0,376 
20’ g = 0,376 
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15% Methylalkohol: (Abb. 8, Versuch c) 


2. VII. 1958 Menyanthes trifoliata Versuchsnummer: 2. VII/VII/t 
Temp.: 22,0° C 
Okular, Objektiv: 10,45 


Tropfgeschw.: 1,0’/1 Tr. 


Zellinge: h = 53 
Zellbreite: b = 11,1 


Vorplasmolyse in 0,6 GM TBZ seit 16.30 
17.27 Schnitt in die Kammer in 0,6 GM TBZ 


17.31 
nach 


17.44 
nach 


i754 
nach 


in 06 GM TBZ+ 15% Meth.Alk. 
12” g¢ = 0,345 
Blitzartiges, krampfiges Kontra- 
hieren, 
18” g¢=0,307 
36” g = 0,345 
Menisken beginnen sich abzurun- 
den. 
45” = g = 0,364 
12" g=0,373 
x g = 0,373 
Menisken wieder véllig rund. 
5 g = 0,373 
10’ g = 0,373 
in 0,6 GM TBZ. 
10” g=0,420 
18” g=—0,439 
24” = g = 0,430 
30” g=0,420 
g = 0,430 
g = 0,459 
g = 0,449 
g = 0,439 
g = 0,439 
g = 0,439 
in 0.6 GM TBZ+ 15% Meth.Alk. 
8” g=0,330 
Blitzschnelles, ruckartiges, kramp- 
figes Kontrahieren. 
18” g=0,307 
Protoplast fast formlos. 
30” = g = 0,326 
Menisken beginnen sich wieder zu 
runden. 
36” g = 0,345 


48” 
54” 
1’ 32” 


G = 0,439 


g = 0,364 
g = 0,383 
g = 0,392 


Menisken wieder vollig gerundet. 


nm’ 


5 
10’ 


g = 0,392 
g = 0,392 


18.01 in 0,6 GM TBZ. 


nach 8” 
12” 
18” 
30” 
36” 
42” 
54” 
’ 
1’ 24” 


3 


-— 


10’ 


g = 0,402 
g = 0,458 
g = 0,487 
g = 0,449 
g = 0,439 
g = 0,430 
g = 0,449 
g = 0,477 
g = 0,458 
g = 0,449 
g = 0,449 
g = 0,449 


18.11 in 06 GM TBZ+ 15% Meth.Alk. 


nach 8” 


g = 0,383 


Starke, ruckartige, krampfige Kon- 
traktion. 


se" 


5 
10’ 


g = 0,402 
g = 0,402 
g = 0,402 


18.21 in 0.6 GM TBZ. 


nach 8” 
i 
18” 
94” 
30” 


10’ 


g = 0,411 
g = 0,458 
g = 0,449 
g = 0,458 
g = 0,467 
g = 0,467 
g = 0,467 


Bemerkenswert ist ein Versuchsdetail im Verlauf dieses Versuches: Beim 
jeweiligen Durchsaugen des reinen Plasmolytikums zeigte sich ein ganz ungewohn- 
licher Kurvenverlauf (in der Abb. 8, Versuch c mit * bezeichnet). Zuerst erfolgte 
die im Grundplasmolytikum erwartete Ausdehnung, die aber nach kurzer Zeit in 
eine leichte Kontraktion iiberging. Erst dann kam es zu einer neuerlichen Aus- 
dehnung und zur Einstellung auf das Plasmolysegleichgewicht. 


32* 


“ 
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Diese plitzliche, sekundire Kontraktion kam unerwartet, da sie bei keinem der 
vorhergegangenen Versuche aufgetreten war. Die Regelmafigkeit des Wieder- 
auftretens im weiteren Kurvenverlauf zeigt aufs neue, daf ein Protoplast seine 
beim ersten Mal gezeigte Reaktion fast unverindert beibehalt (vgl. dagegen den 
Permeationsumschwung S. 477). 


20% Methylalkohol: (Abb. 8, Versuch d) 


2. VII. 1958 Menyanthes trifoliata Versuchsnummer: 2. VII/VI/1 
Temp.: 22,0° C 
Zellinge: h = 78 Okular, Objektiv: 10,60 
Zellbreite: b = 17.1 Tropfgeschw.: 1,0”/1 Tr. 
Vorplasmolyse in 0,6 GM TBZ seit 14.10 
15.43 Schnitt in die Kammer in 0,60 GM TBZ, G = 0,440 
15.45 in 0,60 GM TBZ + 20% Meth.Alk. 
nach 12” g = 0,363 42” g = 0,389 
Blitzschnelles Kontrahieren des 48” g = 0,395 
Protoplasten, wobei die Menis- 54” g = 0,401 
ken nach innen getrieben wer- i? g = 0,408 
den. 112” g=0,414 
30” g = 0,363 1’ 24” g = 0,421 
Menisken beginnen sich wieder 2’ g = 0,427 
abzurunden. Plétzliches, schnelles Ausdehnen 
42” g = 0,367 des Protoplasten. 
48” g = 0,376 5 g = 0,491 
54” g = 0,382 5S | a g = 0,478 
its g = 0,382 Protoplast stirbt ab! Der an- 
Menisken sind wieder vdéllig ab- thokyanerfiillte Tonoplast bleibt 
gerundet und ideal konvex. erhalten. 
5 g = 0,382 5 g = 0,478 
10’ g = 0,382 10’ g = 0,478 
15.55 in 0,60 GM TBZ. 16.05 in 0.60 GM TBZ + 20% Meth.Alk. 
mach 12” g=0,363 Tonoplast kontrahiert deutlich, 
30” g = 0,376 Form jedoch nicht mehr mefbar. 
36” g = 0,382 


Der Reaktionsverlauf dieses Versuches ist insofern von Bedeutung, als sich hier 
in meinen Versuchen zum ersten Mal der von Zehetner (1934, S. 527) beschrie- 
bene Permeabilititsumschwung zeigte. In der reinen Zuckerlésung dehni sich der 
Protoplast nicht — wie erwartet — sofort aus, sondern er kontrahiert. Erst dann 
folgt eine starke Ausdehnung iiber die alte Gleichgewichtslage hinaus. Nach 3’ 30” 
stirbt der Protoplast ab, wobei der Tonoplast allein erhalten bleibt. Dieser reagiert 
zwar auch auf die folgende Alkoholgabe, aber in einer vom lebenden Protoplasten 
abweichenden Form: Beim Zusatz der Mischlésung verkleinert er sich langsam aber 
stetig. Die Form ist nicht mehr mefbar. 


Im Lauf der weiteren Untersuchungen an Menyanthes konnte der P e r- 
meationsumschwung Ofters beobachtet werden. Zehetner (S. 528) 
diskutiert diesen Reaktionswechsel und stellt die Frage, ob der Permeabili- 
titsumschwung allméahlich oder plétzlich eintritt. Er vermutet, daf 
— besonders in héheren Konzentrationen — das letztere der Fall ist. Seine 
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Deutung konnte bestiatigt werden. Es sei im folgenden einer dieser Versuche 
angefiihrt (Abb. 9). Die Kurve knickt hier nach 42 Sekunden in der normalen 
und erwarteten Ausdehnung plétzlich ab, der Protoplast kontrahiert und 
stellt sich auf ein tiefes Plasmolytikum-Alkohol-Gleichgewicht ein. Nach der 
Zufiihrung des reinen Plasmolytikums kommt es nun nicht zu der dem 
Kontraktionstyp eigenen Ausdehnung, sondern zu einer deutlichen Kon- 
traktion. Neuerlich in die Alkohollésung gebracht, reagiert der Protoplast 
mit Ausdehnung und stellt sich dann auf ein tiefes Gleichgewicht ein. Diese 
Reaktionsweise wird auch weiterhin unverandert beibehalten und der Proto- 
plast reagiert gleichmafig wie ein Ausdehnungstyp. Vergleichen wir diese 
Ausdehnungskurven mit dem Kurvenverlauf bei Cladophora, so verbliifft 
die erstaunliche Ahnlichkeit: Der urspriingliche Kontraktionstyp wurde 








Plasmolysé- g 20 
Grad Minuten 


Abb. 9. Menyanthes trifoliata. Grundplasmolytikum 0,6 GM Traubenzucker. Methyl- 
alkoholzusatz von 15%. 


zu einem ausgesprochenen Ausdehnungstyp und zwar mit plétzlichem, zeit- 
lich genau feststellbarem Umschwung. Ze het ner (S. 528) konnte in seinen 
Versuchen nur einen Umschwung vom Kontraktions- zum Ausdehnungstyp 
feststellen und nie umgekehrt. Er nimmt an, daft dieser Permeabilitats- 
umschwung nicht als eigentliche Schidigung aufzufassen ist. Ich méchie 
mich dieser Auffassung anschliefen. Nach dem Verlauf der Umschlagskurven 
zu schlieBen ist es unwahrscheinlich, daB der Alkohl in diesen Fallen 
irgendwelche pathologische oder gar irreversible Veranderungen hervor- 
gerufen hat. 

Derartige pramortale Schadigungen konnten bei den Menyanthes-Versu- 
chen auch beobachtet werden. Sie traten selten in 15-, 6fters in 20%igem Me- 
thylalkohol auf. (In 5- und 10%iger Konzentration zeigten sich wahrend der 
Versuchszeiten keine Schaiden). Aber auch in diesen Versuchen, bei denen 
das Plasma durch die Alkoholeinwirkung sichtlich verandert wurde, kam 
es meist beim ersten Alkoholzutritt noch zu Kontraktionen. Diese gingen 
mit zunehmender Schaidigung mehr oder weniger schnell in Ausdehnung 
iiber. Nur in wenigen Fallen kam es gleich bei der ersten Alkoholeinwirkung 
zur Ausdehnung. Diese Protoplasten starben aber dann sehr schnell ab. 
Abb. 10 zeigt den Verlauf eines dieser Versuche. Einen weiteren Versuch, 
in dem der Protoplast waihrend der Untersuchungszeit abstirbt, zeigt Abb. 11. 
Die Schadigung setzt hier erst im Lauf des Versuches ein. Nach 5’ 42” stirbt 
der Protoplast nach einer heftigen Ausdehnung ab und es bleibt nur der 
anthokyanreiche Tonoplast erhalten, der nun langsam kontrahiert. Da 
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er seine mefbare Form beibehielt, wurde der Versuch weitergefiihrt: In 
der neuerlich zugefiihrten Alkohollésung kontrahierte der Tonoplast zwar, 
zeigte aber im groffen und ganzen einen ziemlich ungeordneten Reaktions- 
verlauf. Auch in der folgenden reinen Zuckerlésung kam es wieder zu einer 
Konitraktion. Obwohl der Tonoplast auch in dieser Lésung erhalten blieb, 
wurde der Versuch abgebrochen. 


Die Menyanthes-Versuche abschlieRend, sei darauf verwiesen, daf ich 
bei meinem Material die von Zehetner (1934, S. 554) beschriebenen 
Menyanthes-Kurven“ in ihrer ausgepragten Form nicht beobachten konnte. 
Er bezeichnete damit Kontraktionskurven, die ,mehrmalige gleichartige 
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. Menyanthes trifoliata. Grundplasmolytikum 0,6 GM Traubenzucker. 
Methylalkoholzusatz von 15%. 

. Menyanthes trifoliata, Grundplasmolytikum 0,6 GM Traubenzucker. 
Methylalkoholzusatz von 15%. 


statt gegensinnige Ausschlage in Zucker-Alkohol- und reiner Zucker-Lésung* 
zeigen. Allerdings fand auch er bei Menyanthes fast durchwegs normalen 
Kontraktionstyp und konnte diese Anomalie nur in einigen Versuchen be- 
obachten. 

Wir haben nun in Bestiatigung Zehetners einen Kontraktions- und 
einen Ausdehnungstyp kennengelernt. Jeder der beiden zeigt auf Alkohol- 
einwirkung eine klar gekennzeichnete Reaktion. Sie fiigen sich in den von 
Zehetner gegebenen Rahmen vdllig ein und bestiatigen — mit Vorbe- 
halt — das Vorhandensein der beiden von ihm aufgestellten Typen. Be- 
stimmte Zellobjekte reagieren unter den iiblichen Versuchsbedingungen in 
einer fiir sie spezifischen Art auf die Einwirkung einer Alkohollésung und 
behalten diese Verhaltensweise in wiederholten Versuchen auch bei, soda man 
wohl von einer fiir das jeweilige Objekt ,,typischen* Reaktion sprechen kann. 

Es sei indes betont, da die bis jetzt mitgeteilten Versuche nur die Rich- 
tigkeit der Typenbildung als Einteilungsprinzip bestatigen. Ob eine Typi- 
sierung in der von Zehetner postulierten absoluten Form vertretbar ist, 
kann erst nach der Priifung weiterer Objekte beantwortet werden. 

Riickblickend soll eine kurze Charakterisierung der beiden Typen ge- 
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geben werden, wie sie sich aus der Gesamtheit der zum Grofteil hier nicht 
angefiihrten Versuche und Kurven ergibt: Beim Ausdehnungstyp haben 
wir den ruhigen, ausgeglichenen Kurvenverlauf, der nur selten Abweichun- 
gen vom allgemeinen Kurvenschema zeigt. Auf die Alkoholeinwirkung 
reagiert der Protoplast mit deutlicher Ausdehnung. Ihr Ausmaf nimmt mit 
steigender Konzentration gleichmafig zu. Auf der anderen Seite steht der 
Kontraktionstyp mit seinen ruckartigen, schnellen Bewegungen. Wesentlich 
an ihm sind die spontanen Anfangskontraktionen in den untersuchten Alko- 
holkonzentrationen. Der Kurvenverlauf ist hier nicht so ausgeglichen wie 
beim Ausdehnungstyp. Bis es zu Permeabilitatsumschwiingen kommt, ver- 
geht oft geraume Zeit. 

AbschlieBend ist zu sagen, dak die von Zehetner. (1934, S. 516, 
S. 521) gegebene Erklarung fiir den Ausdehnungs- bzw. 
Kontraktionstyp in der ganzen damaligen Form iiber- 
nommen werden kann. Der Ausdehnungstyp ,,... kann nur erklart 
werden, wenn man fiir Alkohol eine héhere Permeationsgeschwindigkeit 
annimmt als fiir Wasser. Die plétzliche starke Ausdehnung bei Ubertragung 
in die alkoholhaltige Lésung kommt durch rasches Eindringen des Alkohols 
zustande. Dadurch werden aber die Zellsafistoffe verdiinnt. Die neue Aufen- 
lésung, plasmolytisch gleich stark wirkend wie die urspriingliche, entzieht 
dem Protoplasten nun Wasser bis zum osmotischen Gleichgewicht, also bis 
zur Einstellung auf den urspriinglichen Plasmolysegrad. Wenn wir den 
Versuch nun umkehren, d. h. die Protoplaste aus der Zucker-Alkohol-Lésung 
wieder in das reine Plasmolytikum zuriickfiihren, muff der vorher durch 
den Protoplasten eingedrungene Alkohol wieder in das alkoholfreie Aufen- 
medium exosmieren. Der Protoplast verkleinert sich plétzlich. Erst nachher 
stellt sich allmahlich wieder das Gleichgewichtsvolumen ein, da der nun 
héher konzentrierte Zellsaft aus der Aufenlésung osmotisch Wasser an- 
zieht*. Zum Kontraktionstyp gibt er folgende Erklarung: ,Solche Kurven 
sind offenbar so zu deuten, daB der zustrémende Alkohol zunichst dem 
Protoplasten osmotisch Wasser entzieht. Daraus folgt, da er in solchen 
Fallen langsamer durch das Plasma eindringt, als Wasser austritt. Wahrend 
der riicklaufigen Bewegung tritt alsdann der Alkohol in den Protoplasten 
ein, der nach erfolgtem Ausgleich seine urspriingliche Gréfe wieder erlangt.“ 

Ob, nach den Volumsanderungen beurteilt, durch ein Plasma Wasser 
oder Alkohol relativ rascher permeiert, bedeutet eines der wichtigsten Unter- 
scheidungsmerkmale fiir die vergleichende Protoplasmatik. 


IV. Methylalkohol-Permeabilitét weiterer Objekte 


Von den zahlreichen untersuchten Objekten sollen einige genauer be- 
handelt werden, die entweder Ze hetners Versuche quantitativ ausbauen 
oder zellphysiologisch von gréRerem Interesse sind. 


a) Cladophora utriculosa 
Versuche mit dieser marinen Alge bilden einen wesentlichen Bestandteil 
der Studien Zehetners (1934). Er fiihrte damit Plasmoptyseversuche, 
plasmometrische Messungen und vor allem Resistenzversuche durch. Mir 
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stand bei meinen Versuchen dieselbe Cladophora-Art zur Verfiigung, so daft 
die plasmometrischen Messungen Zehetners nachgepriift und erweitert 
werden konnten. Wir haben hier ein Objekt vor uns, das streng dem Aus- 
dehnungstyp Zehetners zuzurechnen ist und somit neben Cladophora 
fracta gestellt werden kann. 


Die untersuchte Cladophora stammt aus Griechenland und wurde von 
Prof. Héfler am 21. IV. 1958 im Golf von Thessaloniki gesammelt. Sie kam in 
gutem Zustand nach Wien und wurde im Standortswasser im Kiihlwasserbecken des 
Instituts aufbewahrt. Die Algen befanden sich bis zum Versuchsende in tadellosem 
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Abb. 12. Cladophora utriculosa, Grundplasmolytikum 2.2fach konzentriertes Meer- 
wasser. Methylalkoholzusatz von 5% (Versuch a), 10% (b), 15% (c) und 20% (d). 


Zustand. Die Versuche wurden vom 7. V. bis 28. V. 1958 durchgefiihrt. Wie bei 
Zehetner erfolgte die Plasmolyse in 2.2fach konzentriertem Meerwasser, das durch 
Einengen gewonnen wurde. Zur Verdiinnung auf die benétigte Konzentration wurde 
destilliertes Wasser verwendet. Die Plasmolytikum-Alkohol-Lésung wurde eben- 
falls nach Zehetner hergestellt, und zwar durch Verdiinnung von dreifach kon- 
zentriertem Meerwasser mit destilliertem Wasser und der gewiinschten Alkohol- 
menge. 


Die Versuche, von denen Beispiele auf Abb. 12 angegeben sind, stimmen 
mit denen Zehetners weitestgehend iiberein. Es bestitigten sich sowohl 
die von ihm beschriebenen Ausdehnungen als auch deren erwahnte ge- 
ringere Intensitat. 

Bei 3% Methylalkohol (Versuch a in Abb. 12) ist der Kurven- 
verlauf noch der gleiche wie bei der untersuchten SiiBwasser-Cladophora. 
Bei 10%iger Alkohollésung (Versuch b) im grofen und ganzen 
auch noch, nur erfolgen hier die Riikkdehnungen zum Plasmolytikum—Alko- 
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hol-Gleichgewicht etwas langsamer, so daft ein abgerundetes Bild entsteht. 
Die Maximaldehnungen der Protoplasten liegen schwach aber deutlich unter 
der der Cladophora fracta. Bei 15% Methylalkohol (Versuch c) sind 
die Ausdehnungen in derselben Konzentration schon deutlich geringer als 
dort. Es treten auch hier schon Schadigungen der Protoplasten auf, doch 
zeigen sich weniger Abweichungen vom Normalverlauf wie bei der Siif- 
wasserform. In manchen Versuchen kam es bei Alkoholzufiihrung zu Knik- 
kungen der Zellwand, die aber nach % bis 1 Minute wieder verschwanden. 
Die Protoplastenoberflache wurde in den geschadigten Zellen schnell rauh 
und kérnig, die Chloroplasten legten sich zu Klumpen zusammen. In 20 % 
Methylalkohol (Versuch d) wiederholten sich diese schon erwahnien 
Schiden in verstarktem Maf. Schon nach dem ersten Plasmolytikum-Alko- 
hol-Zusatz kam es nach 40 bis 50 Sekunden zu einer Anderung der Plasma- 
struktur. Der Protoplast wurde quallig, gelblichgriin, die Chloroplasten 
verschmolzen zu Klumpen, blieben aber iiber die ganze Oberflache verieilt. 
Die Protoplastenoberflache wurde rauh und verlor die schéne Konvexform. 
Der Protoplast schien nach seinem Aussehen schwer geschadigt. Bei der 
ersten Zufiihrung des reinen Plasmolytikums nach dem Alkoholzusatz kam 
es in den meisten Fallen zu keiner Reaktion mehr, oder sie erfolgte in selte- 
nen Fallen erst nach einer langeren Pause langsam und unregelmafig, war 
dann aber wegen der ungiinstigen Protoplastenform nicht mehr mefbar. 
In diesem Zustand stellte sich auch meist kein Gleichgewicht mehr ein, son- 
dern die Protoplasten dehnten sich langsam immer mehr aus. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daft diese marine Cladophora 
mit Cl. fracta ihre konstante Ausdehnung bei Alkoholeinflu® und die Ari 
des Reaktionsablaufes gemeinsam hat. Sie unterscheidet sich durch ihren 
geringeren Ausdehnungsgrad in héheren Alkoholkonzentrationen. Ein 
weiterer Unterschied besteht darin, da sich das Gleichgewicht, das sich 
nach der Ausdehnung in der Plasmolytikum—Alkohol-Lésung einstellt, in 
allen Fallen héher liegt als bei Cl. fracta. Es besteht zwar auch hier eine 
deutliche Abstufung mit den steigenden Konzentrationen, doch in viel 
geringerem Ausmak, so daf die Kurven in ihrem Gesamtbild flacher werden. 
Bei keinem der durchgefiihrten Versuche zeigte sich bei Alkoholeinflu® 
irgendwelche Kontraktion. 


b) Allium cepa 


Diese Versuchsreihe sollte einen Vergleich zu den Untersuchungen 
Toivonens (1934) bieten und gleichzeitig sollten die Untersuchungen 
von Ruhland, Ullrich und Endo (1938), welche diese mit aquili- 
brierter Kalium-Calcium-Lésung an Cladophora sp. anstellten, an einem 
anderen Objekt, das dem Ausdehnungstyp im Sinne Ze hetners angehért, 
wiederholt werden. Parallel dazu kam Traubenzucker als Plasmolytikum in 
Anwendung. 


Zu den Versuchen wurden mitielgroBe Exemplare der Sorte ..Roter Wiener“ 
verwendet, die stets frisch beschafft werden konnten. Untersucht wurden kurz ent- 
liiftete Schnitte der Innenepidermis der dritten Schuppe. Die Vorplasmolyse erfolgte 
wie bei Toivonen (1934, S, 3) in einer 0.45 GM KCl + 0,05 GM CaCl,-Lésung, 
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wie sie auch von Ruhland und Mitarbeiter verwendet wurde. Traubenzucker 
wurde in einer 0,8 GM Lésung verwendet. Bereits vier Minuten nachdem die 
Schnitte in die Plasmolytika gebracht worden waren, begannen sich die Protoplasten 
konkay von den Zellwanden abzuheben und nach einer Stunde waren in der Salz- 
lésung in allen Zellen die Protoplasten sehr schén konvex gerundet, in der Zucker- 
lésung zu 80—85%. Dicke Plasmastriinge zogen sich iiber die Protoplastenoberflache 
und BMB war deutlich zu beobachten. Letztere ist von Bedeutung, weil sie wahrend 
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Abb. 13. Allium cepa. Grundplasmolytikum 0,45 GM KCl + 0,05 GM CaCl,. Methyl- 
alkoholzusatz von 5% (Versuch a, b), 10% (c), 15% (d) und 20% (e). 


des ganzen Versuches ein Bild von der Viskositét und damit der Vitalitat der 
untersuchten Protoplasten gibt. 


Die weitere Versuchsanordnung gleicht der bei Cladophora. Im folgen- 
den seien die Ergebnisse der Versuche mit Salzlésung als Grundplasmolyti- 
kum angefiihrt (Abb. 13). 

5% Methylalkohol: In keinem der Versuche war eine Anderung 
der Protoplastenstruktur zu erkennen. Die Plasmastrémung war bis zum 
Ende der einzelnen Versuche lebhaft und gut sichtbar, die Protoplasten 
wahrend der ganzen Versuchsdauer gut konvex gerundet und exakt mefbar. 
Die Reaktionen nach der Zufiihrung der Plasmolytikum—Alkohol-Lésung 
entsprachen nur zum ‘Teil den  Versuchsergebnissen Toivonens. 
Die von diesem in dhnlicher Alkoholkonzentration (1 mol Methylalkohol 
[= 4,029 Vol.-%]) gefundenen Ausdehnungen traten zwar bei 60% der Ver- 
suche auch hier auf, doch kam es bei den iibrigen 40% zu deutlichen Kontrak- 
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tionen der Protoplasten. In Abb. 13 ist einer dieser Versuche (a) als Beispiel 
fiir eine Kontraktion aufgetragen. Der Kurvenverlauf ist sehr ausgeglichen 
und es kommt zu keinem Umschwung und keiner sichtbaren Schadigung 
des Plasmas. 

Der in Abb. 13 angefiihrie Versuch b (24. III. 1958), der ein Beispiel 
fiir eine Ausdehnung in dieser Konzentration bietet, zeigt eine Eigenheit 
im Kurvenverlauf, die an Allium cepa besonders in den héheren Alkohol- 
konzentrationen haufig zu beobachten war: Der Protoplast kontra- 
hiert nach Riickfiihrung in das reine Plasmolytikum nicht, wie zu 
erwarten war, sondern dehnt sich deutlich aus. Diese Aus- 
dehnung ist meist nicht ganz so kraftig wie die in der Alkohollésung, doch 
ahneln sich die beiden Kurven in ihrem Verlauf sehr. Eine Erklarung, wie 
es zu dieser Ausdehnung ohne duferen Alkoholeinflu® kam, kann nicht 
gegeben werden. Die Erscheinung soll vorerst als ,abnormale Dilatation“ 
bezeichnet werden. Ein derartiger Kurvenverlauf wird in Zehetners 
Untersuchungen nicht erwahnt. 

10% Methylalkohol: In dieser Konzentration zeigten alle unter- 
suchten Zellen nur noch Ausdehnung. Der angefiihrte Versuch c zeigt im 
Lauf der Untersuchung die eben beschriebene Abweichung vom normalen 
Verlauf einer Ausdehnungskurve in gesteigerter Form. Die Kontraktionen 
in der reinen Plasmolytikumlésung sind hier zwar noch in Andeutun- 
gen vorhanden, doch iiberwiegen bei weitem die unmittelbar folgenden 
Ausdehnungen. Sie nehmen mit zunehmender Versuchszeit an Intensitat 
noch zu, so dai sie am Schluf des Versuches den Ausdehnungen in der 
Alkohollésung gleichen. Andere Versuche in dieser Konzentration zeigen 
die normalen, an den Cladophoren beschriebenen Kurven mit Ausdehnung 
in Alkohollésung und Kontraktion im Grundplasmolytikum. 

Allen Versuchen in dieser Konzentration ist gemeinsam, da auch hier 
wie bei Cladophora das Gleichgewicht in der Plasmolytikum—Alkohol-Lé- 
sung stets deutlich unter dem der reinen Plasmolytikumlésung liegt. 

15% Methylalkohol: In allen Versuchen fand sich nur Ausdeh- 
nung. Auch hier kommt es in einigen Fallen zu den eben beschriebenen, 
noch unerklarten Ausdehnungen im reinen Plasmolytikum, doch finden sich 
meistens die normalen Ausdehnungskurven, wie sie der Versuch d in der 
Abb. 13 zeigt. Bei diesem Versuch sinkt ausnahmsweise einmal das Plasmo- 
lytikum—Alkohl-Gleichgewicht nicht unter das Gleichgewicht im reinen 
Plasmolytikum. 

20% Methylalkohol: Auch hier erfolgen im Alkohol stets Aus- 
dehnungen. Sie erreichen in einer stufenweisen Zunahme der Intensitat hier 
einen Héhepunkt. Die entsprechenden Kontraktionen im reinen Plasmolyti- 
kum sind zwar vorhanden, aber stets wesentlich kleiner. Der angefiihrte 
Versuch e zeigt besonders gut einen Ubergang von der reinen Kontraktion 
im Plasmolytikum zur ,abnormalen Dilatation*. 


Die Traubenzuckerversuche verlaufen im allgemeinen wie die Versuche 
mit KCl + CaCl,. Nur in der 5%igen Konzentration kommt es zu einem 
geringen prozentuellen Absinken der auftretenden Kontraktionen. 
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c) Stachys annua 


Auch dieses Objekt wurde bereits mehrfach zu Untersuchungen, die 
fiir die vorliegende Arbeit von Bedeutung sind, herangezogen. So 
diente es Huber und Héfler (1930, S.431) zu Messungen der Wasser- 
permeabilitat und Zehetner (1934, S.548) verwendete es bei seinen 
Alkoholversuchen. Er fand an Staciys einen von seinen beiden Hauptiypen 
(Koniraktions- und Ausdehnungstyp) abweichenden Kurvenverlauf und 
bezeichnete ihn als .,Stachys-Typ“. Kennzeichnend ist ,.... ein, verglichen 
mit dem Zuckergleichgewicht, kleineres Endvolumen des Alkoholgleich- 
gewichts, welches durch verhaltnismafig langsame Kontraktion erreicht 
wird“. Dieses Endgleichgewicht wurde durch einfache Kontraktion des Proto- 
plasten erreicht, oder es zeigte sich in einzelnen Versuchen vorher eine 
schwache, aber deutliche Ausdehnung. Zehetner (S.549) vermutet, daf 
diese Ausdehnung in den meisten oder allen anderen Stachys-Versuchen auch 
vorhanden gewesen sein diirfte, von ihm aber durch zu spat einsetzende 
Messung nicht erfaft werden konnte. 

Diese Vermutung wird durch meine Versuche bestatigt. In allen Ver- 
suchen zeigte sich im Alkohol zu Beginn der Reaktion eine — meist sogar 
kraftige Ausdehnung, die bald in Kontraktion iiberging. Auch das von 
Zehetner geschilderte abnorm tiefe Plasmolysegleichgewicht in der Alko- 
hollésung stellte sich in den meisten Versuchen sehr ausgepragt ein, doch 
mochte ich ihm keine so grofe Bedeutung beimessen, daf es zu einer eigenen 
Typenbildung berechtigt. Wie aus den Versuchen der bisher besprochenen 
Objekte hervorgeht. sinkt das Alkohol—Plasmolysegleichgewicht bei allen 
Objekten mit zunehmender Alkoholkonzentration ab, bei den einen mehr (z. B. 
Cladophora fracta), bei den anderen weniger (Cladophora utriculosa, Allium 
cepa). Auch bei Menyanthes (Kontraktionstyp) liegt es in den héheren 
Alkoholkonzentrationen wesentlich tiefer. Bei Stachys ist diese Erscheinung 
nur in etwas extremerer Form ausgebildet. Wie hier ist auch bei den anderen 
Objekten dieses tiefe Alkohol—Plasmolysegleichgewicht objektspezifisch und 
charakteristisch in der Form. Wir finden es in Versuchen, die nacheinander 
ausgefiihrt werden, genau so ausgepragt wie bei zeitlich weit auseinander- 
liegenden. 


Die zu meinen Versuchen verwendeten Pflanzen wurden am 20. VI. 1958 auf 
einem Acker bei Perchtoldsdorf gesammelt, befeuchtet und in einer feuchten Kam- 
mer aufbewahrt. Untersucht wurden die intensiv roten Zellen der Stengelepidermis. 
Um jede Beeinflussung des Plasmas zu vermeiden, wurden die Schnitte ohne Ent- 
liiftung und Wasserung nach dem Schneiden sofort in das Plasmolytikum (0.8 GM 
Traubenzucker) gebracht. Bereits eine Minute nach dem Einlegen begann in den 
meisten Zellen die Plasmolyse; nach sieben Minuten zeigten sich die ersten schénen 
Konvexplasmolysen. Um vergleichbare Werte zu erhalten, wurde auch hier erst 
nach etwa einer Stunde mit den Messungen begonnen. 


Orientierende Versuche wurden mit einer Aquilibrierten Lésung von 
0.45 GM KCI + 0,05 GM CaCl, als Grundplasmolytikum  durchgefiihrt. 
Abb. 14 bringt einige der mit Traubenzucker ausgefiihrten Versuche. 


5% Methylalkohol: Schon Menyanthes (S. 477) zeigte den von 
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Zehetner (1934, S.528) wiederholt beobachteten Umschwung vom Kon- 
traktions- zum Ausdehnungstyp. Daft auch ein Wechsel vom Aus- 
dehnungs- zum Kontraktionstyp méglich ist, konnte erstmals 
hier bei Stachys in dieser niederen Alkoholkonzentration in mehreren Ver- 
suchen beobachtet werden. Der in Abb. 14 angefiihrte Versuch a vom 26. VI. 
1958 zeigt, da der Protoplast auf die erste Alkoholeinwirkung mit deut- 
licher Ausdehnung reagiert, bei der zweiten und dritten Alkoholzufuhr 
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Abb. 14. Stachys annua. Grundplasmolytikum 0,8 GM Traubenzucker. Methyl- 


alkoholzusatz von 5% (Versuch a), 10% (b), 15% (c) und 20% (d). 


aber ebenso deutliche Kontraktion zeigt. Der Umschwung im Permeabilitats- 
verhalten diirfte bereits unter dem Einflu® der ersten Alkoholeinwirkung 
eingetreten sein. Das 10 Minuten nach Versuchsbeginn zugefiihrie reine 
Plasmolytikum bewirkt bereits Ausdehnung statt der beim Ausdehnungstyp 
erwarteten Kontraktion. 

Auch die anderen Versuche mit Stacrys, die einen Permeabilitatsum- 
schwung vom Ausdehnungstyp zum Kontraktionstyp zeigten, verliefen ahn- 
lich: Bei der ersten Alkoholeinwirkung erfolgte Ausdehnung, die bei 
der zweiten und dritten durch Koniraktion abgelést wurde (vgl. auch Tara- 
xacum off., S. 491, Abb. 19). 

Kontraktionen von Beginn des Versuches an konnten nie beobachiet 
werden. Die Kontraktionen traten nur nach einem Permeationsumschwung 
in 5%iger Alkohollésung und nur bei Traubenzuckervorplasmolyse auf. 





486 W. Werth 


Wurde mit der Salzlésung plasmolysiert, so zeigten sich stets nur Ausdeh- 
nungen. Als Beispiel sei der Versuch Abb. 15 angefiihrt. 

10% Methylalkohol: Hier kommt es nur noch zu Ausdehnungen. 
Die von Ze hetner (1934, S.548) beschriebene ,,typische“ Stachys-Kurve, die 
in Alkohol keine Ausdehnung mehr zeigt, habe ich nicht wiedergefunden, 
wohl aber ahnliche. So ist z.B. im Versuch auf Abb. 16 die Ausdehnung 


so gering, dai bei einer kleinen Verzégerung des Alkoholzuflusses dieser 
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Abb. 15. Stackys annua, Grundplasmolytikum 0,45 GM KCl+ 0,05 GM CaCl,. 
Methylalkoholzusatz von 5%. 


kleine Rest einer Ausdehnung ebenfalls wegfallen kénnte. Derartige 
»Stachys-Kurven* sind also ohne weiteres denkbar, doch stellen sie Aus- 
nahmen dar. 
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Abb. 16. Stachys annua. Grundplasmolytikum 0,8 GM Traubenzucker. Methylalkohol- 
zusatz von 10%. 





In 15 und 20%igem Alkohol nehmen die Ausdehnungen an 
intensitat zu und auch das tiefe Plasmolysegleichgewicht stellt sich ein. An 
vielen Versuchen in diesen beiden Konzentrationen ist bemerkenswert, da 
sich der Protoplast im reinen Plasmolytikum nach der erwarteten Kon- 
traktion und der folgenden Ausdehnung neuerlich etwas kontrahiert, 
bevor er sich auf ein Gleichgewicht einstellt. Gleiches war — seltener — 
auch schon in 10%iger Alkohollésung zu bemerken. 

Wie aus den durchgefiihrten Versuchen hervorgeht, sind fiir Stachys 
annua drei Ziige charakteristisch: 

1. Der in der niedersten verwendeten Alkoholkonzentration verhaltnis- 
mafig oft auftretende Permeabilitaétsumschwung vom Ausdehnungs- zum 
Kontraktionstyp. 
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2. Die zweite, neuerliche Kontraktion im reinen Plasmolytikum, die dann 
auftritt, wenn man den Protoplasten schon im Gleichgewicht wahnt. 
3. Das ausgepragt tiefe Plasmolysegleichgewicht in der Alkohollésung, 


wie es schon Zehetner (1934, S. 548) beobachtete. Auch dafiir kann noch 
keine Erklarung gegeben werden. 


d) Majanthemum bifolium 


Dieses Objekt hat neben der vorziiglichen Eignung fiir die plasmometri- 
sche Messung noch den Vorteil, daft es zellphysiologisch bereits eingehend 
studiert wurde (H6fler 1930, 1932b, 
1934b; Rottenburg 1943; See- 
mann 1950 u. a.) und so eine Reihe 
von Vergleichsméglichkeiten bietet. 


Die Pflanzen, die sich meist in fruch- 
tendem Zustand befanden, wurden am 
22. IX. 1958 in einem Fichtenwald bei Bad 
Hall (Oberésterreich) gesammelt und in 
befeuchtetem Moos eingeschlagen nach 
Wien gebracht. Dort wurden sie in einer 
feuchten Kammer aufbewahrt. Die Pflanzen 
hielten sich 14-20 Tage sehr gut frisch 
und die Zellen zeigten wahrend dieser 
Untersuchungszeit keine Anderung im 
Permeabilitaétsverhalten. Untersucht wur- 
den die anthokyanreichen Subepidermal- 
zellen der basalen Stengelzone. Die Schnitte 


wurden kurz enitliiftet und ohne jede , 

Wasserung in das Plasmolytikum gebracht. 

Wie bei Allium cepa wurden 0,8 GM ; 

Traubenzucker und 0,45 GM KCI + 0,05 GM } are ha 
CaCl, zur Vorplasmolyse verwendet. Nach Plasmalyse- Grad Plasmolyse-Grad py 


etwa 1% Stunden wurden die ersten 
Schnitte aus der Vorplasmolyse genommen ee pee Minuten Pe 
und in die Kammer eingelegt. Die Zellen ; Gi uset 
zeigten in beiden Plasmolyticis schéne Abb. 17. Majanthemum bifolium. 
Konvexplasmolyse. Die Grade der End- Grundplasmolytikum fiir Versuch _ 
plasmolyse lagen meist sehr hoch; in ein- tana & hg oo 

. - — suc : ° s ky B xl 
zelnen Zellen fehlte die Plasmolyse. 0,03 GM CaCl,. Methylalkoholzusatz 

In Abb. 17 ist eine der Versuchs- von 5% (Versuch a, b, f) 10% (c, g), 
reihen mit Traubenzucker und zum 15% (d, h) und 20% (e, i). 
Vergleich eine mit KCl + CaCl, als 
Grundplasmolytikum angefiihrt, dabei werden nur die Reaktionen bis zum 
Beginn der zweiten Alkoholeinwirkung eingetragen, da sich diese im weite- 
ren Wechsel der Medien wiederholen. 

In 5%igem Methylalkohol fanden sich in den mit Salzlésung vor- 
plasmolysierten Versuchen nur Ausdehnungen. In den meisten Fallen erfolg- 
ten diese in der Form, wie es Versuch f zeigt: Nach der Ausdehnung kam es 
nicht mehr, oder nur sehr langsam zu einer Kontraktion. Bei einzelnen Proto- 
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plasten kam es bei Einwirkung der Alkohollésung zu gar keiner Reaktion 
und erst im reinen Plasmolytikum erfolgte leichte Kontraktion: ein Beweis, 
da der Alkohol die Protoplasten erreicht hatte. Die in Traubenzucker vor- 
plasmolysierten Protoplasten reagierten im allgemeinen lebhafter auf den 
Alkoholeinflu®, doch fanden sich auch hier reaktionstrage Zellen. Etwa 25% 
aller Versuche zeigten im Alkohol Kontraktion, bei den iibrigen kam es zu 
Ausdehnungen oder zu keiner Reaktion. Auch hier trat haufig bei den Aus- 
dehnungskurven die bereits bei Allium cepa (Abb. 13, Versuch b, c) beob- 
achtete Erscheinung auf, daf sich der Protoplast im folgenden alkoholfreien 
Plasmolytikum wieder ausdehni statt zu kontrahieren. Das Phanomen 
solcher abnormaler Dilatation tritt in den héheren Alkoholkonzentrationen 
in gesteigertem Maf auf und zwar haufiger bei den in Traubenzucker vor- 
plasmolysierten Zellen. Die Protoplasten der Salzlésung zeigten fast stets 
geringe, aber doch deutliche Kontraktion. Versuch b zeigt eine derartige Ab- 
weichung in 5%iger Alkohollésung, wahrend der Versuch a dem normalen 
Verlauf einer Kontraktionskurve entspricht. 

Der Versuch c ist ein Beispiel fiir das Verhalten eines in Traubenzucker 
vorplasmolysierten Protoplasten bei Einwirkung von 10% Methyl- 
alkohol. Die Ausdehnung ist etwas starker als in der niedereren Kon- 
zentration. Die auf die Zufuhr des Grundplasmolytikums erfolgte Kontrak- 
tion, wie sie hier zu sehen ist, ist nur bei einem Teil der hier nicht mitgeteil- 
ten Versuche anzutreffen. Meist kommt es zu der erwahnten Ausdehnung. 
Im Versuch g sehen wir die Reaktion des mit der Salzlésung plasmolysierten 
Protoplasten. Im Verlauf der Kurve und der Intensitat der Ausdehnung 
besteht hier zwischen den beiden in verschiedenen Medien vorbehandelten 
Protoplasten kein Unterschied, doch konnten, wenn die Salzlésung Grund- 
plasmolytikum war, nie Kontraktionen bei Alkoholeinwirkung beobachtet 
werden, wahrend bei den ,,Traubenzucker*-Protoplasten in wenigen Fallen 
Andeutungen einer Kontraktion zu sehen waren. 

15% Methylalkohol: Die Protoplasten beider Plasmolytika 
zeigen kraftige Ausdehnungen. Wieder gleicht sich der Reaktionsver- 
lauf und die Intensitét der Expansion in beiden Fallen stark. 
Abb. 17, Versuch d zeigt das Verhalten des in Traubenzucker vor- 
plasmolysierten Protoplasten: Auch hier finden wir wieder die _,,ab- 
normale Dilatation im alkoholfreien Grundplasmolytikum, die in die- 
sem Fall so stark war wie die Ausdehnung im Alkohol. Im Versuch h 
kommt es kurz nach der Riickfiihrung ins Grundplasmolytikum zu einer 
sichtbaren Schadigung des Protoplasten, die sich in der Kurve in einer stei- 
len, iibermaBigen Ausdehnung aufert. Nach 1% Minuten stirbt der Proto- 
plast ruckartig ab. Im entsprechenden Zuckerversuch lebt der Protoplast 
ungeschadigt weiter. 

20% Methylalkohol: Wieder zeigt sich die Ubereinstim- 
mung beider Plasmolytika. Nach der Erreichung des maximalen Expan- 
sionspunktes ziehen sich die Protoplasten auf ein ziemlich tiefes Plasmo- 
lytikum—Alkohol-Gleichgewicht, wie wir es von Cladophora her kennen, 
zuriick. Im folgenden reinen Plasmolytikum sehen wir in beiden Fallen an- 
fangs leichte Kontraktion. 
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Riickblickend auf das Verhalten von Majanthemum kann gesagt werden, 
daft die Protoplasten nicht allzu heftig auf die Alkoholeinwirkung reagieren. 
Selbst wenn der Alkohol sichtlich die Protoplasten erreicht hat, erfolgen die 
Reaktionen nur zégernd. Am geringen Ausmaf der Kontraktionen tragt 
wohl die bekannt niedrige Wasserpermeabilitit des Plasmas mit Schuld 
(vgl. H6fler 1930, 1931 b). Zu Kontraktionen kommt es bei den mit Trau- 
benzucker vorplasmolysierten Zellen manchmal in 5%iger Alkohollésung, 
selten in 10%iger. In allen anderen Fallen findet Ausdehnung statt. Auch 
Zehetner (1934, S. 523) diirfte in seinen Versuchen mit Majanthemum 
tihnliche Ergebnisse erhalten haben. Er zahlt das Objekt nicht véllig seinem 
Kontraktionstyp zu, sondern schreibt, daf er ,,in gewissen Fillen* Kontrak- 
tion erhalten habe. Leider sind die verwendeten Alkoholkonzentrationen 
nicht angegeben. Charakteristisch fiir Majanthemum ist, daf sich — im 
Gegensatz zu Menyanthes (S. 472), Cladophora, (S. 470), Stachys (S. 485) u. a. 
— das nach der Ausdehnung einstellende Plasmolytikum—Alkohol-Gleich- 
gewicht gar nicht, oder nur wenig unter dem Gleichgewicht der Vorplasmo- 
lyse einstellt. Erst bei dem starksten verwendeten Alkoholzusatz von 20% 
kommt es dazu. 


e) Taraxacum officinale 


Mit Taraxacum wurden schon mehrfach ausgedehnte zellphysiologische 
Untersuchungen ausgefiihrt (Hofmeister 1935, Marklund 1936, Url 
1951). In jiingster Zeit sind die Taraxaca des Wiener Raumes von F iirn- 
kranz (1960) eingehend cytologisch untersucht worden. Die Versuchspflan- 


zen diirften, nach dem Standort zu schliefen, einer triploiden Sippe aus 
dem Officinale-Komplex angehéren. 


Zehetner (1934, S. 551) fand in Taraxacum ein zweites Objekt, das 
wie Stachys ein kleineres Endvolumen in Zucker-Alkohol als in reiner 
Zuckerlésung einnimmt; der Unterschied gegeniiber Stachys bestehe darin, 
da Taraxacum dieses kleine Endvolumen erst ,,im Laufe einer riicklaufigen 
Dehnung erreicht“. Als sich nun im Laufe meiner Untersuchungen heraus- 
stellte, daf dieses niedere Zucker—Alkohol-Gleichgewicht bei sehr vielen Ob- 
jekten auftritt, war es von Interesse, vollstandige Reaktionskurven von 
Taraxacum zu erhalten. 


Der bei Zehetner (S. 552) angefiihrte Kurvenverlauf, in dem sich der 
Protoplast in der Alkohollésung stark kontrahiert und dann nach leichter 
Riickdehnung ein Endvolumen erreicht, das kleiner ist als das Ausgangs- 
volumen im Grundplasmolytikum, konnte schon bei Menyanthes (Abb. 8 
in Versuch c und d) beobachtet werden. 


Die zur Untersuchung verwendeten Pflanzen stammten aus der Wiese des Uni- 
versitatshofes und standen jederzeit frisch zur Verfiigung. Die Versuche wurden 
Anfang Juli 1958 durchgefiihrt. Verwendet wurden die anthokyanreichen Sub- 
epidermalzellen des Blattstieles. Die Schnitte kamen nach kurzem Eniliiften in eine 
0.8GM Traubenzuckerliésung zur Vorplasmolyse. Eine der Versuchsreihen in 
10%igem Alkohol wurde mit einer 0,45 GM KCl + 0,05 GM CaCl,-Lésung durch- 
gefiihrt. 

Protoplasma, Bd. LIII/4 33 





490 W. Werth 


Abb. 18 zeigt Traubenzuckerversuche: 5% Methylalkohol: Hier 
zeigten sich sowohl Ausdehnungen als auch Kontraktionen. Die Kurvenaus- 
schlage beim Ubertragen in das alkoholhaltige Plasmolytikum sind ausge- 
pragt, die im reinen Grundplasmolytikum weniger. Das tiefere Zucker— 
Alkohol-Gleichgewicht ist vorhanden, aber bei dieser niederen Alkoholkon- 
zentration naturgemaf nicht allzu deutlich. Versuch a gibt ein Beispiel fiir 
Ausdehnungen in dieser Alkoholkonzentration, Versuch e fiir primire Kon- 
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Abb. 18. Taraxacum officinale. Grundplasmolytikum 0,8 GM Traubenzucker. 
Methylalkoholzusatz von 5% (Versuch a, e), 10% (b, f) 15% (c) und 20% (d). 


traktionen. In 10% Methylalkohol kommt es zu Ausdehnungen oder 
Kontraktionen, wobei erstere haufiger sind. Das Zucker—Alkohol-Gleich- 
gewicht erscheint ein wenig vertieft. Eigenartig ist in Versuch f, daft sich 
der Protoplast nach der ersten Kontraktion zuerst rasch auf das Gleich- 
gewicht der Vorplasmolyse ausdehnt und sich dann erst auf ein tieferes 
Zucker—Alkohol-Gleichyewicht kontrahiert. In 5% Alkohol war der Effekt 
auch zu sehen, aber weniger ausgepragt (Versuch e). Bei den mit Salzlésung 
vorplasmolysierten Zellen fanden sich neben Ausdehnungen vereinzelt Kon- 
traktionen. 

Erwahnenswert ist der in Abb. 19 angefiihrte Versuch: ein klares Bei- 
spiel fiir einen Permeationsumschwung vom Ausdehnungs- zum Kontrak- 
tionstyp. Wie bei Stachys annua (Abb. 14, Versuch a) kommt es bei der 
ersten Alkoholzugabe zu einer deutlichen Ausdehnung. Bei der zweiten 





Die relative Permeabilitaét des Protoplasmas fiir Alkohol und Wasser 491 


Alkoholgabe kontrahiert der Protoplast schon leicht, bei der dritien ist diese 
Kontraktion noch deutlicher und ausgeprigter. 

15% Methylalkohol: Die Protoplasten reagierten hier nur noch 
mit Ausdehnungen. Die Reaktionen entsprachen einem normalen Ausdeh- 
nungstyp mit mafig vertieftem Zucker—Alkohol-Gleichgewicht. Nur in 
einem Fall konnte, der Ze het ner schen Kurve (I. c. S. 552) entsprechend, 
riicklaufige Ausdehnung vor Erreichung des Plasmolytikum— Alkohol-Gleich- 
gewichtes beobachtet werden. Gleiches zeigt gut der angefiihrte Versuch d 
in 20% Methylalkohol: Nachdem der Protoplast mit einem Plasmo- 
lysegrad von g 0,500 einen relativ niederen Stand erreicht hat, expandiert 
er langsam auf g 0,568 und bleibt dort stehen. 


G4 
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Abb. 19. Taraxacum officinale. Grundplasmolytikum 0,45 GM KCl + 0,05 GM CaCl.,. 
Methylalkoholzusatz von 10%. Ein Beispiel fiir einen Permeationsumschwung vom 
Ausdehnungs- zum Kontraktionstyp. 





Zusammenfassend ist zu sagen, da Taraxacum keinen eigenen Typus 
darstellt. Das Endvolumen der Protoplasten in der Alkohollésung liegt (wie 
so oft) etwas tiefer als im reinen Plasmolytikum (doch wird das extrem 
tiefe Gleichgewicht der Stachys-Protoplasien in gleicher Alkoholkonzenira- 
tion bei weitem nicht erreicht). Die von Zehetner beobachtete .riick- 
laufige Dehnung* auf ein héheres Zucker—Alkohol-Gleichgewicht wird in 
einigen Fallen bestiatigt. 


f) Linum flavum 


Linum erwies sich als ein ausgezeichnetes Objekt fiir plasmometrische 
Untersuchungen. 


Die Pflanzen wurden am 2. VII. 1958 auf einer Exkursion in die Perchtolds- 
dorfer Heide gesammelt. Schnitte vom Stengelgrund zeigien in der Epidermis sehr 
schén mefbare, anthokyanreiche Zellen, die nach 10 Minuten Wiasserung in 0,8 GM 
Traubenzuckerlésung gut konvex plasmolysierten. Vor dem Einlegen in das Plasmo- 
lytikum wurde kurz entliiftet. 


Abb. 20 gibt einige der Versuche wieder. In 5% Methylalkohol 
zeigten sich bei allen Versuchen nur wohlausgepragte Kontraktionen. Das 
sich einstellende Zucker—Alkohol-Gleichgewicht lag relativ tief und wurde 
in vielen Fallen erst erreicht, nachdem die zu erwartende Riickdehnung 
eingesetzt, aber durch eine zweite, leichte Kontraktion unterbrochen war 
(Versuch a). Eine ahnliche Erscheinung war schon bei Taraxacum zu beob- 


33* 
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_achten, doch begannen dort solche neuerliche Kontraktionen schon friiher. 
Nach Ubertragung des Schnittes in das Grundplasmolytikum war die er- 
wartete Ausdehnung gut zu sehen. 

10% Methylalkohol: Bei etwa der Halfte der Versuche zeigte sich 
auch hier noch Kontraktion, bei den anderen Ausdehnung. Die Einstellung 
auf ein tiefes Plasmolysegleichgewicht beim Kontraktionstyp geht in der 
gleichen Weise vor sich, wie in 3%igem Alkohol: es erfolgt eine sekundire 
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Abb. 20. Linum flaoum. Grundplasmolytikum 0,8 GM Traubenzucker. Methyl- 
alkoholzusatz von 5% (Versuch a), 10% (b, c), 15% (d) und 20% (e). 

Abb, 21. Gentiana cruciata. Grundplasmolytikum 0,8 GM Traubenzucker. Methyl- 
alkoholzusatz von 5% (Versuch a), 10% (b), 15% (c, e) und 20% (d, f). 


Kontraktion (Versuch b). Die anschlieBende Ausdehnung im reinen Plas- 
molytikum ist normal. Versuch c zeigt einen Ausdehnungstyp in gleicher 
Konzeniration: Relativ schwache Ausdehnung im Alkohol, die in ein tieferes 
Zucker—Alkohol-Gleichgewicht iibergeht. Im Grundplasmolytikum kommt 
es dann hier statt der erwarteten Kontraktion schon zu kriftiger Aus- 
dehnung. Auch in den Versuchen mit 15% und 20% Methylalkohol 
war Ausdehnung im reinen Plasmolytikum die Regel: Ohne die Andeutung 
einer Kontraktion dehnten sich die Protoplasten sofort mehr oder weniger 
kraftig aus. Also auch hier das Phinomen der .abnormalen Dilatation“, wie 
es bereits bei Allium (Abb. 13, Versuch b, c), Majanthemum (Abb. 17, Ver- 
such b, d) und Taraxacum (Abb. 18, Versuch a, b) gefunden wurde. In der 
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Alkohollésung gab es nur primare Ausdehnungen. Das Zucker—Alkohol- 
Gleichgewicht war auch hier wieder um etliches tiefer als das urspriingliche 
Plasmolysegleichgewicht. Im reinen Plasmolytikum dehnien sich die Proto- 
plasten auf die Héhe des Vorplasmolysegrades aus. 

Die Versuche an Linum flavum zeigen zum erstenmal ein Objekt, das in 
der niedersten Alkoholkonzentration véllig einem Kontraktionstyp ent- 
spricht, in den héheren Konzentrationen aber einem Ausdehnungstyp. 


g) Gentiana cruciata 


Ein zellphysiologisch haufig gebrauchtes Objekt ist dank seiner rot- 
violetten Stengelepidermis und der verhaltnismafig gut mefbaren Zell- 
formen die Gattung Gentiana. Ho fler und Stiegler (1921, 1930) und 
Hoéfler (1934a, 1949) untersuchten Gentiana Sturmiana, Rottenburg 
(1943) Gentiana austriaca und Url (1952) Gentiana cruciata, Fiir meine 
Versuche stand ebenfalls Gentiana cruciata zur Verfiigung, die sich vor- 
ziiglich bewiahrte. 

Die untersuchten Pflanzen stammten aus dem Augarten, dem Versuchsgarten des 
Pflanzenphysiologischen Instituts. Sie werden dort in Kultur gehalten. Untersucht 
wurden die anthokyanreichen Epidermiszellen des Stengelgrundes. Die Schnitte 
wurden kurz entliiftet und etwa 10 Minuten gewissert. Plasmolysiert wurde mit 
0,8 GM Traubenzucker. Mit den Messungen wurde nach einstiindiger Vorplasmolyse 
begonnen. 

In Abb. 21 sind Beispiele fiir das Verhalten der Protoplasten gegeben: 

5% Methylalkohol: Alle untersuchien Protoplasten zeigten 
schéne Kontraktion. Diese war relativ kraftig und erfolgte schnell. 
Die Einstellung auf das Zucker—Alkohol-Gleichgewicht hingegen ging 
langsamer vor sich als etwa bei Linum oder Menyanthes. Das Endvolumen 
lag aber auch hier wieder stets unter dem reinen Plasmolysegleichgewicht 
(Versuch a). 

In 10% Methylalkohol war das Kurvenbild ein ahnliches. Die 
Reaktionen waren im allgemeinen etwas kraftiger und ausgepragter. Das 
Zucker—Alkohol-Gleichgewicht lag auch hier tiefer als das Gleichgewicht des 
Grundplasmolytikums. Im folgenden reinen Plasmolytikum stellte sich das 
Gleichgewicht schén auf den Plasmolysegrad der Vorplasmolyse ein. Auch 
in dieser Alkoholkonzentration konnten nur Kontraktionen beobachtet 
werden. 

15% Methylalkohol: Hier traten nun neben Kontraktionen 
gleichberechtigt Ausdehnungen auf. Kurve ¢ zeigt ein Beispiel 
fiir eine Kontraktion: Der Kurvenverlauf ist ahnlich wie der in den beiden 
niederen Konzentrationen. Versuch e bringt eine Ausdehnungskurve: Das 
Zucker—Alkohol-Gleichgewicht liegt hier wesentlich tiefer als bei den Kon- 
traktionskurven. Im folgenden reinen Plasmolytikum stellt sich der Proto- 
plast nach einer normalen Kontraktion wieder auf einen Plasmolysegrad 
ein, der dem der Vorplasmolyse entspricht. In 20% Methylalkohol 
treten ebenfalls Ausdehnungen und Kontraktionen nebeneinander auf. Der 
in Abb. 21 angefiihrie Versuch f zeigt eine Ausdehnungskurve. Sie nimmt 
ungefahr den gleichen Verlauf wie die Ausdehnungskurve in 15%igem 
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Methylalkohol: Ausdehnung im Alkohol und anschlieBende Kontraktion im 
reinen Plasmolytikum sind gut ausgepragt. Die Zelle in Versuch d reagieri 
zu Beginn wie ein Kontraktionstyp, doch ist wohl nach 1% Minuten ein Per- 
meabilitaitsumschwung eingetreten: Im folgenden reinen Plasmolytikum zeigt 
der Protoplast die fiir einen Ausdehnungstyp charakteristische Kontraktion. 


Wie bei Menyanthes finden wir bei Gentiana in den beiden niedersten 
Alkoholkonzentrationen nur deutlich ausgepragte Kontraktionen, in den 
héheren Konzentrationen aber Aus- 
dehnungen und Kontraktionen neben- 
einander. 

Im Reaktionsverlauf ist die gegen- 
iiber anderen Kontraktionstypen etwas 
verlangsamte Riickdehnung in Alkohol- 
lésungen bemerkenswert. 


h) Impatiens sultani 


Hier wurde eine im Glashaus kultivierte 
Topfpflanze zur Untersuchung verwendet. 
Am Stengel sind mit freiem Auge gréfere 
und kleinere Gruppen roter Punkte und 
Flecken sichtbar. Es handelt sich dabei um 
Gruppen anthokyanreicher Zellen der Sub- 
epidermis, Die Zellform ist in den Zellen 
gegen den Stengelgrund fiir plasmo- 

G70 metrische Messungen sehr gut geeignet. 
2% Der osmotische Wert der Zellen ist ziemlich 

aad nieder und entspricht etwa dem der Blatt- 

au , epidermiszellen von Rhoeo discolor, In 
: 0,25 GM Traubenzucker zeigten die Zellen 

058 bereits nach einigen Minuten Plasmolyse. 
a, Pasmolyse-brad - Pager —_ _— — 
, unde nach dem Einlegen in das Plas- 
Aeenalyss-Grod? Minuten sie Minuten bi molytikum. Die chau eeu kurz ent- 

Abb; 92, Iupations salient. Geund- liiftet aber nicht gewdssert worden. 
plasmolytikum 0,25 GM Trauben- Abb. 22 zeigt in einigen charakte- 
zucker, Methylalkoholzusatz von 5% _yistischen Beispielen einen Uberblick 
(Versuch a), 10% (b), 15% (c) und jjber die Reaktionen: 

stadia 5% Methylalkohol: Alle 

Versuche zeigten Kontraktion. Der 

Kurvenverlauf entspricht véllig dem eines normalen Kontraktionstypus, 
wie er in dieser niederen Konzentration bereits mehrfach beschrieben wurde 
(Menyanthes, Linum, Gentiana). Die Kontraktion ist hier sehr stark (bis- 
her konnte nur an Menyanthes eine ahnliche starke Kontraktion beobachtet 
werden). Sie ist in dem angefiihriten Versuch a besonders gut ausgepriagt. 
Das sich einstellende Zucker—Alkohol-Gleichgewicht liegt unter dem reinen 
Zucker—Gleichgewicht. 


10% Methylalkohol: Es traten auch hier nur Konitraktionen auf. 
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Das sich einstellende Zucker—Alkohol-Gleichgewicht ist relativ hoch und 
liegt nicht weit unter dem Gleichgewicht der Vorplasmolyse. 


15% Methylalkohol: Impatiens ist unter den bisher untersuchten 
Pflanzen das erste Objekt, das auch in dieser Alkoholkonzentration nur 
Kontraktionen zeigt. Dieselben sind sehr kraftig und ausgeprigt. Im reinen 
Zucker finden sich die erwarteten Ausdehnungen. Das Zucker—Alkohol- 
Gleichgewicht liegt interessanterweise hoch und erreicht die Héhe des 
Vorplasmolysegrades (Versuch c). 


20% Methylalkohol: Auch hier finden sich hauptsiachlich Kontrak- 
tionen (Versuch d), doch kommen Ausdehnungen als Ausnahmen vor. Sehr 
bemerkenswert ist, daf sich hier bei den Kontraktionstypen das Zucker— 
Alkohol-Gleichgewicht ungewoéhnlich hoch einstellt, indem es in vielen Fal- 
len wesentlich ii be r dem Zuckergleichgewicht der Vorplasmolyse liegt. Der- 
artiges konnte bisher an keinem anderen Objekt beobachtet werden. Ver- 
such e zeigt einen der seltenen Ausdehnungsfialle: Der Protoplast expandiert 
in Alkohol kraftig und zieht sich dann langsam auf ein Gleichgewicht zu- 
riick, das ein wenig unter dem der Vorplasmolyse liegt. In der folgenden 
Zuckerlésung kontrahiert der Protoplast zwar wie erwartet, zeigt aber 
nach 1% Minuten plotzlich Schadigungen. 


In Impatiens haben wir einen idealen Vertreter des Kontraktionstypus 
Zehetners kennengelernt. In der Konstanz der Reaktionen iibertrifft 
das Objekt noch Menyanthes, das in héheren Alkoholkonzentrationen doch 
haufig Ausdehnungen zeigt. Hier reagieren die Protoplasten in allen 


Alkoholkonzentrationen mit ausgepragten, starken Kontraktionen und im 
reinen Grundplasmolytikum erfolgt stets die erwartete zugehérige Aus- 
dehnung. Eigenartig und bisher noch an keinem Objekt beobachtet ist das 
hohe Zucker—Alkohol-Gleichgewicht, das mit zunehmender Alkoholkonzen- 
tration steigt und in 20%iger Lésung sogar iiber dem Gleichgewicht im 
reinen Plasmolytikum liegt. 


V. Riickblick und Zusammenfassung 


Konnte an Cladophora fracta und Menyanthes trifoliata die Richtigkeit 
der Zehetnerschen Typenbildung bestatigt werden, so zeigte sich bei der 
Untersuchung einer Reihe weiterer Objekte, daf diese nicht alle streng dem 
Kontraktions- oder dem Ausdehnungstyp zugezahlt werden kénnen. Ein 
Grofteil der Pflanzen zeigt sowohl Kontraktionen als auch Ausdehnungen, 
wobei erstere vor allem in den niederen Alkoholkonzentrationen auftreten, 
letztere in den héheren. 

Bei mehrmaliger Wiederholung der Versuche konnte aber auch hier eine 
weitgehende Konstanz im Auftreten der Kontraktionen und der Ausdehnun- 
gen innerhalb eines Objektes festgestellt werden, so daft sich je nach der 
Haufigkeit der einen oder der anderen Reaktion ganz bestimmte, fiir die 
einzelnen Objekte charakteristische Reaktionsnormen ergaben. 

In der folgenden Tab. 1 ist das Ergebnis mehrerer paralleler, unter sich 
vergleichbarer Versuchsreihen zusammengefaft. Die Plasmolyse erfolgte 
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mit Traubenzucker. (Nur bei Cladophora fracta und Cl. utriculosa mufte 
CaCl, verwendet werden, da es in Traubenzucker zu starken Membran- 
quellungen kam, wobei vor allem die Zellquerwande sehr stark aufquollen 
und eine plasmometrische Messung unméglich machten.) In jeder Alkohol- 
konzentration wurden neuerlich meist fiinf Versuche durchgefiihrt, doch 
kénnen auch die bereits bei den einzelnen Objekten besprochenen Versuchs- 
ergebnisse zum Vergleich herangezogen werden. Die Reaktionen sind auf 
der Tabelle angefiihrt: K bedeutet Kontrakition, A Ausdehnung. Die Objekte 
sind nach der Haufigkeit der aufgetretenen Kontraktionen geordnet, wobei 
die auf der Tabelle angegebene Reihung zustande kam: 


Tab. 1. Reihung der besprochenen Objekte nach der Hiufigkeit der aufgetretenen 
Kontraktionen, 





| | | | 
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Bei Impatiens sultani kam es nur in 20%igem Methylalkohol zu einzel- 
nen Ausdehnungen. Bei Menyanthes trifoliata treten auch in 15% Methyl- 
alkohollésung noch Ausdehnungen auf, bei Gentiana cruciata haben diese 
prozentuell zugenommen. Bei Linum flavum fanden sich in 15%igem Alko- 
hol nur noch Ausdehnungen. Auch in 10% iger Lésung traten sie schon auf, 
wihrend 5%iger Methylalkohol nur Kontraktionen hervorruft. Bei Taraxa- 
cum off. und ahnlich auch bei Majanthemum bifolium traten auch in 5 %iger 
Methylalkohollésung bereits Ausdehnungen auf, in 10%iger sind nur noch 
selten Kontraktionen zu beobachten. Bei Allium cepa und Stachys annua 
gibt es in 5%igem Alkohol vereinzelte, aber doch deutliche Kontraktionen, 
daneben aber auch genau so deutliche Ausdehnungen. Bei Cladophora fracta 
und Cl. utriculosa schlieBlich finden sich nur noch Ausdehnungen. 

In diesem Zusammenhang méchte ich auf einige im Schrifttum angegebene Ver- 
suchsergebnisse verweisen, die an den in der Tabelle verwendeten Objekten gewon- 
nen wurden: 

Cladophora: Zehetner (1934, S. 515) erklarte an Cladophora fracta seinen 
Ausdehnungstyp. Wie aus seinen Angaben hervorgeht, fanden sich in einer grofen 
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Anzahl von Versuchen stets Ausdehnungen. Kontraktionen konnten nie beobachtet 
werden, 

Ruhland, Ullrich und Endo (1938, S. 656) konnten an Cladophora sp. 
in den Versuchen, die sie mit TBZ als Plasmolytikum ausfiihrien, ebenfalls nur 
Ausdehnungen feststellen. Wurde jedoch eine aquilibrierte KCl + CaCl,-Lésung als 
Plasmolytikum verwendet, so kam es in 5- und 10%igem Methylalkohol auch zu 
Kontraktionen, in allen anderen Fallen aber auch hier zu Ausdehnungen. ~ 

Allium cepa: Toivonen (1934) stellte mit diesem Objekt ahnliche Versuche an, 
bei denen er ebenfalls eine aquilibrierte KCl + CaCl,-Lésung als Plasmolytikum 
verwendete, In 48 Versuchen reagierten in 46 Fallen die Protoplasten mit Aus- 
dehnung und nur in zwei mit schwacher Kontraktion. 

Stachys annua: Zehetner (1934, $.549) berichtet, da&® nach der Plasmolyse in 
TBZ bei 15%iger Methylalkoholzufuhr deutliche Ausdehnung zu beobachten war. 
Er rechnet das Objekt dem Ausdehnungstyp zu, wenn es auch einen speziellen, 
fiir Stachys charakteristischen Kurvenverlauf zeigt. 

Majanthemum bifolium: Zehetner (1934, S. 529) schreibt, daB sich in den 
Versuchen mit diesem Objekt bald der Kontraktions- und bald der Ausdehnungstyp 
zeigte, wobei die Ursache fiir diesen Wechsel nicht klar zu erkennen war. Leider 
teilt er nicht mit, in welcher Alkoholkonzentration diese Ergebnisse gewonnen wur- 
den. 

Menyanthes trifoliata: Zehetner (1934, S. 553) gibt an, da Menyanthes fast 
durchwegs einem deutlichen Kontraktionstyp entspricht, der auch wahrend langerer 
Versuchszeit bestehen bleibt. Die Versuche wurden mit TBZ und 15% Methylalkohol 
ausgefiihrt. Die von ihm beschriebenen speziellen Menyanthes-Kurven konnten bei 
mir, wie bereits erwahnt, nicht gefunden werden. 


Wir sehen, daft die Ergebnisse mit meinen Versuchen gut iibereinstimmen 
und daf die Objekte auf Grund dieser Reaktionen an fast dieselbe Stelle 
in die Objektsreihe in Tab. 1 eingesetzt werden kénnen. Eine derartige 
Reihung basiert also nicht auf willkiirlichen Protoplastenreaktionen, son- 
dern auf nachweisbaren, objektseigenen Plasmaunterschieden. Die Skala 
der auf Grund dieser Unterschiede méglichen Reaktionen reicht dabei 
in einem langsamen, aber kontinuierlichen Ubergang 
vomreinen Kontraktiontyp, wie ihn /mpatiens sultani zeigt, bis 
zumreinen Ausdehnungstyp, wie er von Cladophora fracta und 
Cl. utriculosa reprasentiert wird. 

Bei erster Betrachtung der Tabelle kénnte man nun annehmen, daf es 
sich bei den Ausdehnungen nur um Schadigungen des Plasmas handelt, wo- 
bei die Abstufung in den verschiedenen Konzentrationen auf gréfere oder 
geringere Plasmaempfindlichkeit des Objektes zuriickzufiihren wire. Wie 
aber aus den Versuchen hervorgeht, sind die mehr dem Ausdehnungstyp 
zuneigenden Objekte keineswegs durch besonders starke Plasmaschaden im 
Versuchsverlauf oder durch friiheres Absterben der Protoplasten gegeniiber 
den Kontraktionstypen gekennzeichnet, wie man auf Grund einer héheren 
Plasmaempfindlichkeit erwarten miiffte. Diese Schaden treten vielmehr 
ziemlich gleichma8ig bei allen Objekten in den hoheren Alko- 
holkonzentrationen auf, gleichgiiltig ob sie dem Ausdehnungs- oder dem 
Kontraktionstyp zuneigen und sie sind als solche — besonders bei langeren 
Versuchen — leicht zu erkennen: Die geschadigten Protoplasten zeigen neben 
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einem ganz unregelmafigen Kurvenverlauf oft schon rein habituell einen 
Unterschied gegeniiber den gesunden (vgl. S. 471). Regelloser Kurvenverlauf 
tritt manchmal auch schon auf, wenn am Protoplasten auferlich noch 
keine Verainderungen zu sehen sind. Auch in diesen Fallen muf bereiis 
eine Schadigung des Protoplasten angenommen werden. Wie erwahnt, 
treten die Schiiden durchgehend bei allen Objekten gleichmifig auf und 
zwar selten schon in 15% Methylalkohol, haufig aber in 20%. (Viele erste 
Ausdehnungen im 15- und 20% igen Alkohol kénnen auf solche irreversible 
Plasmaschidigungen zuriickgefiihrt werden.) Eine Entscheidung, ob es sich 
bei den einzelnen Ausdehnungen um solche, Absterbestadien zuzuordnende, 
pathologische Vorginge handelt oder nicht, kann nur durch eine langere 
Beobachtung der betreffenden Zellen getroffen werden. In der Tabelle ist 
die Zone, wo derartige Schiden vorkommen, als ,,Zone einer méglichen 
Schadigung“ bezeichnet. 

Von jenen pathologischen bzw. pramortalen Ausdehnungen sind die 
durchaus vitalen Ausdehnungsreaktionen, bei denen die Kurven durch- 
gehend gleichartige Ausschlige erkennen lassen, klar unterschieden. Bei- 
spiele geben die Cladophoren (Abb. 5, 6, 7), Allium (Abb. 13) u. a. 

Nicht jede Ausdehnung bedeutet also schon eine 
Schadigung. 

Fiir eine relative Unschadlichkeit der Alkohollésung sprechen auch die 
Permeationsumschwiinge vom Ausdehnungs- zum Kontraktionstyp (Stachys 
Abb. 14; Taraxacum Abb. 19) und die Tatsache, daf es in ein und derselben 
Alkoholkonzenitration bei manchen Protoplasten zu Kontraktion, bei man- 
chen zu Ausdehnung kommt. Die vitalen Ausdehnungen sind in ihrer 
Haufigkeit und Ausgepragtheit von Objekt zu Objekt so verschieden, daft 
die Ursache ihres Auftretens nur in ganz bestimmten, objektspezifischen 
Plasmaunterschieden liegen kann. Die Frage, worin diese bestehen, soll 
in einer folgenden Arbeit behandelt werden, wo auch iiber die Wirkung 
héherer Alkohole zu berichten sein wird. 

Zusammenfassend méchte ich die bei meinen Versuchen bisher gewon- 
nenen Ergebnisse so formulieren, daf eine Typenbildung in der absoluten 
Form, wie sie Zehetner (1934) aufstellte, nicht mehr vertretbar ist, wie 
Ruhland, Ullrich und Endo (1938) richtig bemerkten. Doch scheint 
mir die von den genannten Autoren vorgebrachte Ansicht, daf eine Typisie- 
rung, die auf Grund des Verhaltens von Objekien bei Alkoholeinwirkung 
gemacht wurde, vollig abzulehnen sei, ebenso ungerechifertigt. Wie aus den 
Versuchen hervorgeht, ist die Reaktioneines Objektesauf die 
gebotenen Alkohole unter normalen, gleichbleibenden 
Versuchsbedingungen eine grundsatzlich bestimmte. 
Natiirlich liegt es auch hier, wie bei allen physiologischen Versuchen, im 
Bereich der Méglichkeit, durch experimentelle Eingriffe oder durch Wechsel 
der Versuchsbedingungen eine Anderung im Permeabilitatsverhalten her- 
vorzurufen, doch werden ja im allgemeinen auf der Suche nach gemein- 
samen oder uniterscheidenden Ziigen im Verhalten zu vergleichender Objekte 
gleichbleibende AuBenbedingungen zugrunde gelegt. 

Dies war bei den Untersuchungen Ze hetners der Fall und er konnte 





Die relative Permeabilitaét des Protoplasmas fiir Alkohol und Wasser 499 


bei seinen Vergleichen diese deutlichen, objektsgebundenen Reaktionsunter- 
schiede im Verhalten der Pflanzen auf Alkoholeinwirkung feststellen. Zur 
Kennzeichnung und Festlegung dieser Unterschiede waren die von 
ihm gepragten Bezeichnungen also durchaus berechtigt. Wenn in der vor- 
liegenden Arbeit diese Typisierung iibernommen und vom Kontraktions- 
und Ausdehnungstyp gesprochen wird, so méchte ich mich dabei Héfler 
(1942, S. 189) anschlieBen, der schreibt: .,[ch sehe in der Typisierung kein 
Endziel der Forschung, sondern die Typenbildung bedeutet ein Stadium, 
das iiberall dort durchlaufen zu werden pflegt, wo sich die Wissenschaft 
beschreibend einer neuen Mannigfaltigkeit von Erscheinungen bemichtigt.* 
Die Typenbildung Zehetners ist jetzt dahingehend einzuschranken, daf 
darunter nicht nur Objekte zu verstehen sind, die nur Ausdehnung oder 
nur Kontraktion zeigen, sondern auch solche, die sich dem einen oder dem 
anderen Grenzfall auf Grund ihrer Reaktionsnorm nahern. 

Doch weichen einige meiner Versuchsergebnisse von denen Zehetners 
ab oder ergianzen diese: 

Bei weitaus den meisten Objekten (sowohl bei Ausdehnungs- als auch 
bei Kontraktionstypen) lag das Endgleichgewicht in der Alkohollésung 
unter dem Plasmolysegleichgewicht des reinen Plasmolytikums und zwar 
um so tiefer, je starker die verwendete Alkoholkonzentration war (Phano- 
men der ,,Gleichgewichtsdepression in Alkohol-Mischlésungen*). Es kann 
sich dabei um keine Exosmose von Zellsaftstoffen handeln, da sodann im 
Grundplasmolytikum das Gleichgewicht der Vorplasmolyse wieder erreicht 
wird. Die Bereitschaft zu dieser tiefen Endkontraktion im Alkohol war von 
Objekt zu Objekt verschieden und fiir die jeweiligen Pflanzen charakteri- 
stisch. Besonders tief lag es bei Cladophora fracta. und vor allem bei Stachys 
annua. Da aber auch bei Stachys zu Beginn der Reaktionen im Alkohol eine 
deutliche Ausdehnung zu sehen war, kann auch dieses Objekt in die Reihe 
der anderen eingegliedert werden. Die Aufstellung eines besonderen Neben- 
typus, wie ihn Zehetner mit seiner ,,Stacrys-Kurve* brachte, entfallt. 

Der zweite von ihm beschriebene Nebentyp, der ..Menyanthes-Typ*, 
konnte von mir am selben Material nicht gefunden werden. Als einzige, 
haufig auftretende Abweichung von einem normalen Kurvenverlauf war 
(besonders bei Allium cepa, Abb. 13, Versuch b, c, Majanthemum bifolium, 
Abb. 17, Versuch b, d und Taraxacum, Abb. 18, Versuch a, b) ein fast 
gleichsinniger Ausschlag der Kurven nach oben fesizustellen (,,abnormale 
Dilatation“), d. h. die Protoplasten dehnten sich sowohl im Alkohol als auch 
im folgenden reinen Plasmelytikum stets aus. 

Bei den zeitgedehnten Versuchen mit mehrmaligem Wechsel der die Zel- 
len umgebenden Medien ist bemerkenswert, daf eine Zelle ihre anfangliche 
Reaktion meist nicht nur beibehalt, sondern daf dariiber hinaus die weite- 
ren Reaktionen ungemein ahnlich verlaufen. 

In einigen Fallen kam es wahrend des Versuches zu einem Permeabilitats- 
umschwung. Es konnten sowohl die bereits von Ze hetner (1934) beschrie- 
benen Umschwiinge vom Kontraktions- zum Ausdehnungstyp beobachtet 
werden (Menyanthes, Abb. 9) als auch erstmalig solche von Ausdehnung zu 
Kontraktion (Stachys, Abb. 14, Versuch a; Taraxacum Abb. 19). 





500 W. Werth 


Dem Vorstand des Pflanzenphysiologischen Instituts der Universitat 
Wien, meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Karl Héfler, bin ich 
fiir die Anregung zu dieser Arbeit und seine stete Unterstiitzung und Férde- 
rung zu grokem Dank verpflichtet. 

Herrn Dr. Alfred Diskus danke ich bestens fiir seine Hilfe bei der 
Konstruktion der Durchstrémungskammer, Herrn Doz. Dr. Walter Url 
fiir die Herstellung von Photographien. 


Literatur 

Bancher, E., und K. Héfler, 1959: Protoplasma und Zelle. Grundlagen der 
allg. Vitalchemie, hgg. v. H. Linser, Bd. VI. Urban u. Schwarzenberg, Wien. 

Barlund, H., 1929: Permeabilititsstudien an Epidermiszellen von Rhoeo dis- 
color, Acta Bot. Fenn. 5, 1. 

Biebl, R., 1948: Permeabilititsversuche an der Kartoffelpflanze. Osterr. Bot. 
Zeitschr. 95, 129. 

Bogen, H. J., 1957: Uber die Ursachen der Unterschiede in der _,,spezifischen* 
Harnstoffpermeabilitat. Planta 27, 611. 
1941: Untersuchungen iiber den Quellungseffekt permeierender Anelektrolyte. 
II. Ionenwirkung auf die Permeabilitiét von Gentiana cruciata. Planta 32, 150. 
1950: Kritische Untersuchungen iiber Permeabilitatsreihen. Planta 38, 65. 
1956a: Die Aufnahme der Anelektrolyte. Ruhlands Handb, d. Pflanzenphysio- 
logie, Bd. IT, 230. 

— 1956b: Objekttypen der Permeabilitit. Ebd. 426. 

Collander, R., 1932: Referat iiber Holdheide. Protoplasma 15, 631. 

— 1933: Plasmolytische Beobachtungen an den Epidermiszellen von Rhoeo discolor. 
Protoplasma 21, 226. 
1947: On .Lipoid Solubility*. Acta Physiol. Scand. 13, 363. 
1949: The permeability of plant protoplasts to small molecules. Physiologia 
Plantarum 2, 300. 
1950 a: The distribution of organic compounds between iso-butanol and water. 
Acta Chem. Scand. 4, 1085. 
1950b: The permeability of Nitella cells to rapidly penetrating non-electro- 
lytes. Physiologia Plantarum 3, 45. 
1954: The permeability of Nitella cells to non electrolytes. Ebd. 7, 420. 
1956 a: Permeabilitat. Handb. Naturwiss., 2. Aufl., 805. 
1956 b: Methoden zur Messung des Stoffaustausches. Ruhlands Handb. d. Pflanzen- 
phys., Bd. IT, 196. 
1957: Permeability of plant cells. Ann. Rev. Plant physiol. 8, 335. 
und H. Barlund, 1926: Uber die Protoplasmapermeabilitaét von Rhoeo dis- 
color. Soc. Scient. Fenn. Comment. Biol. 2, Nr. 9. 
— 1933: Permeabilititsstudien an Chara ceratophylla. II. Die Permeabilitat fiir 
Nichtelektrolyte. Acta Bot. Fenn. 11, 1. 

Czaja, A. Th., 1930: Zellphysiologische Untersuchungen an Cladophora glomerata. 
Isolierung, Regeneration und Polaritat. Protoplasma 11, 601. 

Czurda, V., 1932: Zygnemales. Paschers Sii®wasserflora, Heft 9. 

Elo, J. E., 1937: Vergleichende Permeabilitiatsstudien, besonders an niederen Pflan- 
zen. Ann. Bot. Soc. Zool.-Bot. Fenn. 8, No. 6. 

Frey-Wyssling, A. 1946: Zur Wasserpermeabilitét des Protoplasmas, Ex- 
perientia 2, 132. 





Die relative Permeabilitat des Protoplasmas fiir Alkohol und Wasser 501 


Fiirnkranz, D., 1960: Cytogenetische Untersuchungen an Taraxacum im Raume 
von Wien, Osterr. Bot. Zeitschr. 107, 310. 

Haan, Iz. de, 1933: Protoplasmaquellung und Wasserpermeabilitat. Extr, du Rec. 
de trav. bot. Néerl. 30, 234. 

— 1935: Jonenwirkung und Wasserpermeabilitit. Ein Beitrag zur Koazervattheorie 
der Plasmagrenzschichten. Protoplasma 24, 186. 

Hauck, F., 1885: Die Meeresalgen Deutschlands und Osterreichs, Rabenhorsts 
Kryptogamen-Flora. 2. Aufl., Leipzig. 

Hober, R., 1926: Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 6. Aufl., Leipzig. 

Hoéfler, K., 1918a: Eine plasmolytisch-volumetrische Methode zur Bestimmung 
des osmotischen Wertes von Pflanzenzellen. Denkschr. Kais. Akad. Wiss. Wien, 
math.-nat. KI. 95, 98. 
1918b: Permeabilitatsbestimmung nach der plasmometrischen Methode. Ber. 
dtsch. bot. Ges. 36, 414. 

— 1930: Uber Eintritts- und Riickgangsgeschwindigkeit der Plasmolyse und eine 
Methode zur Bestimmung der Wasserpermeabilitat des Protoplasten. Jb. wiss. 
Bot. 73, 300. 

1931 a: Die Durchlissigkeit des Protoplamas fiir geléste Stoffe und das Wasser. 
Forsch. u. Fortschr. 48, 

1931 b: Plasmolyseverlauf und Wasserpermeabilitét. Protoplasma 12, 142. 
1932a: Plasmolyseformen bei Chaetomorpha und Cladophora, Protoplasma 16, 
489. 

1932 b: Vergleichende Protoplasmatik. Ber. dtsch. bot. Ges. 50, 53. 

1934a: Neuere Ergebnisse der vergleichenden Permeabilititsforschung. Ebd. 52, 
bos S 

1934b: Permeabilitatsstudien an Stengelzellen von Majanthemum bifolium. (Zur 
Kenntnis spezifischer Permeabilitatsreihen I.) S.B. Akad. Wiss. Wien, math.-nat. 
Kl. Abt. I. 143, 213. 

1942: Unsere derzeitige Kenntnis von den spezifischen Permeabilitatsreihen. Ber. 
dtsch. bot. Ges. 60, 179. 

1949: Uber Wasser- und Harnstoffpermeabilitaét des Protoplasmas, Phyton 1, 105. 
1950: New facts on water permeability. Protoplasma 39, 677. 

1950/1954: New facts on water permeability (with discussion). Proc. VIIth Inter- 
nat: Bot. Congress, Stockholm, 737. 

1953: Zur Kenntnis der Plasmahautschichten. Ber. disch. bot. Ges. 65, 391. 

1958: Permeabilitatsstudien an Parenchymzellen der Blattrippe von Blechnum 
spicant, S.B. Osterr. Akad. Wiss. math.-nat. KI., Abt. I, 167, 237. 

1959: Permeabilitét und Plasmabau. Ber. dtsch. bot. Ges. 72, 236. 

1960: Permeability of Protoplasm. Protoplasma 52, 145. 

und A. Stiegler, 1921: Ein auffalliger Permeabilititsversuch in Harnstoff- 
lésung. Ber. dtsch. bot. Ges. 39, 157. 

— 1930: Permeabilitaitsverteilung in verschiedenen Geweben der Pflanze. Proto- 
plasma 9, 469. 

Hofmeister, L., 1935: Vergleichende Untersuchungen iiber spezifische Per- 
meabilititsreihen. Bibliotheca Botanica, Heft 113, 1. 

Holdheide, W., 1930: Uber einen eigenartigen Fall von Plasmoptyse. Biol. 
Zbl. 50, 705. 

— 1932: Uber Plasmoptyse an Hydrodictyon utriculatum. Planta 15, 244. 

Huber, B., 1931: Die Wasserpermeabilitaét des Protoplasmas. Die Naturwissen- 
schaften 19, Heft 30, Springer, Berlin. 





502 W. Werth 


Huber, B., 1933: Beitrige zur Kenntnis der Wasserpermeabilitaét des Protoplasmas. 
I. Permeabilitaétsunterschiede zwischen Epidermis und Mesophyll im Vallisneria- 
Blatt. Ber. dtsch. bot. Ges. 41, 53. 

— und K. H6éfler, 1930: Die Wasserpermeabilitaét des Protoplasmas, Jb. wiss. Bot. 
73, 351. 

— und H. Schmidt, 1933: Plasmolyse und Permeabilitét. Protoplasma 20, 203. 

Iljin, W. S., 1928: Die Durchlissigkeit des Protoplasmas. Protoplasma 3, 558. 

Jost, L., 1931: Uber Protoplasmapermeabilitat. Rep. Proc. Vth Intern. Bot. Congr., 
Cambridge. 

Kreuz, J., 1941: Der Einflu8 von Calzium- und Kaliumsalzen auf die Permeabili- 
tat des Protoplasmas fiir Harnstoff und Glycerin. Osterr. bot. Z. 90, 1. 

Kiister, E., 1910: Uber die Veraénderung der Plasmaoberfliche bei Plasmolyse. Z. 
Bot. 2, 689. 

— 1925: Pathologische Pflanzenanatomie. 3. Aufl., Jena. 

— 1929: Pathologie der Pflanzenzelle, I. Borntraeger, Berlin. 

— 1958: Plasmoptyse. Protoplasmatologia, Bd. II, C 7b. 

Laibach, F., 1932: Interferometrische Untersuchungen an Pflanzen. II. Jb. wiss. 
Bot. 76, 218. 

Lenk, I., 1956: Vergleichende Permeabilititsstudien an Sii®wasseralgen. (Zygne- 
mataceen und einigen Chlorophyceen) S. B. Osterr, Akad. Wiss., math.-nat. K1., 
Abt. I, 165, 173. 

Marklund, G., 1936: Vergleichende Permeabilititsstudien an pflanzlichen Proto- 
plasten. Acta Bot. Fenn. 78, 1. 

Moser, L., 1942: Zellphysiologische Untersuchungen an Cladophora fracta. Osterr. 
bot. Z. 91, 131. 

Overton, E., 1895: Uber die osmotischen Eigenschaften der lebenden Pflanzen- 
und Thierzelle. Vjschr. Naturforsch. Ges. Ziirich 40, 159. 


— 1896: Uber osmotischen Eigenschaften der Zelle in ihrer Bedeutung fiir die 
Toxikologie und Pharmakologie. Ebd. 41, 383. 

— 1899: Uber die allgemeinen osmotischen Eigenschaften der Zelle, ihre vermut- 
lichen Ursachen und ihre Bedeutung fiir die Physiologie. Ebd. 44, 88. 

— 1902: Beitrage zur allgemeinen Muskel- und Nervenphysiologie. Pfliigers Archiv 
92, 115. 

Reddelien, G., 1931: Alkohole. Handwéorterb. d. Naturwiss., II. Aufl., 7. Bd., 192. 


Rottenburg, W., 1943: Die Plasmapermeabilitat fiir Harnstoff und Glyzerin in 
ihrer Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration. Flora, N. F. 37, 231. 

Ruhland, W., und U. Heilmann, 1951: Uber die Permeabilitét von Beggiatoa 
mirabilis fiir Anelektrolyte bei Narkose mit den homologen Alkoholen C,—C,. 
Als Beitrag zur Ultrafiltertheorie, Planta 39, 91. 

—und C. Hoffmann, 1926: Die Permeabilitat von Beggiatoa mirabilis. Ein 
Beitrag zur Ultrafiltertheorie des Plasmas. Planta 1, 1. 

— H. Ullrich und S. Endo, 1938: Untersuchungen zu den ,,spezifischen Per- 
meabilitatsreihen* Héflers. I. Zur Frage der Alkoholpermeabilitaét von Pflanzen- 
zellen unter verschiedenen Versuchsbedingungen. Planta 27, 650. 

Schmidt, H., 1936: Plasmolyse und Permeabilitét. Jb. wiss. Bot. 83, 470. 

Seemann, F., 1950: Der Einflu8 der Warme und UV-Bestrahlung auf die Wasser- 
permeabilitaét des Protoplasmas, Protoplasma 39, 535. 

— 1953: Der Einflu® von Neutralsalzen und Nichileitern auf die Wasserpermeabili- 
tat des Protoplasmas. Protoplasma 42, 109. 

Stadelmann, E., 1951: Eine verbesserte Durchstr6mungskammer, Ebd. 40, 617. 





Die relative Permeabilitaét des Protoplasmas fiir Alkohol und Wasser 503 


Stadelmann, E., 1956: Plasmolyse und Deplasmolyse. Ruhlands Handb, d. 
Pflanzenphysiologie, Bd. IJ, 71. 

Stiles, W., and M. Stirk, 1931: Studies on toxic action, II. Protoplasma 13, 1. 

Strugger, S., 1949: Praktikum der Zell- und Gewebephysiologie der Pflanze. 
Berlin-Géttingen-Heidelberg, 2. Aufl. 

Toivonen, S., 1934: Uber die Alkoholpermeabilitaét der Epidermisprotoplasten 
von Allium cepa L. Ann. Bot. Soc. Zool.-Bot. Fenn. 5, No. 1. 

Ullrich, H., 1935: Besprechung: Zehetner, H., Untersuchungen iiber die Alkohol- 
permeabilitét des Protoplasmas. Z. Bot. 28, 548. 

Url, W., 1951: Permeabilititsverteilung in den Zellen des Stengels von Taraxacum 
officinale und anderer krautiger Pflanzen. Protoplasma 40, 475. 

— 1952: Permeabilititsstudien mit Fettsiureamiden, Protoplasma 41, 287. 

Wartiovaara, V., 1942: Uber die Temperaturabhangigkeit der Protoplasma- 
permeabilitét. Ann. bot. Soc. Zool.-Bot. Fenn. 16, 1. 

— 1944: The permeability of Tolypellopsis cells for heavy water and methyl alco- 
hol. Acta Bot. Fenn. 34, 1. 

— 1949: The permeability of the plasma membranes of Nitella to normal primary 
alcohols at low and intermediate temperatures. Physiologia Plantarum 2, 184. 

— 1950: Zur Erklarung der Ultrafilterwirkung der Plasmahaut. Ebd. 3, 462. 

— 1956: Die Abhangigkeit des Stoffaustausches von der Temperatur. Ruhlands 
Handb. d. Pflanzenphysiologie, Bd. II, 369. 

Weber, F., 1932: Plasmolyse-Resistenz und -Permeabilitaét bei Narkose. Proto- 
plasma 14, 179. 

— 1934: Alkoholresistenz ungleich alter Spirogyra-Zellen. Protoplasma 20, 15. 

Wilbrandt, W., 1931: Vergleichende Untersuchungen iiber die Permeabilitat 
pflanzlicher Protoplasten fiir Anelektrolyte. Pfliigers Archiv 229, 86, 

Zehetner, H., 1934: Untersuchungen iiber die Alkoholpermeabilitaét des Proto- 
plasmas. Jb. wiss. Bot. 80, 505. 





Bewegungsphysiologische 
Untersuchungen an der Amoebe Chaos chaos L. 
II. Die Wirkung von Salyrgan, Cystein und ATP 
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Mit 31 Textabbildungen 


(Eingegangen am 14. Juli 1960) 


Einleitung 


Die Ergebnisse der Erforschung der Muskelkontraktion haben gezeigt, 
daf das A TP dabei eine doppelte Rolle spielt: Wenn es gespalten wird, 


kommt es zur Kontraktion. Wenn es nicht gespalten wird oder wenn es in 
einer Konzentration vorliegt, die héher ist als die physiologisch optimale 
Konzentration, hat es den sogenannten ,,Weichmachereffekt*: die Muskel- 
fasern werden weich und plastisch (zusammenfassende Darstellung bei 
Weber und Portzehl 1954). 

Das isolierte Actomyosin des Muskels verhalt sich wie die einzelne 
intakte Muskelfaser. Auf Zusatz von ATP verkiirzt es sich, wenn es zu Faden 
ausgezogen, .gerichtet ist“, oder man erhalt eine allseitige Schrumpfung 
und ,,Superprecipitation*, wenn es in seiner primaren Darstellungsform, 
als ungeformies Gel vorliegt (Balle y 1952). Die Spaltung des ATP kann 
u.a. durch Salyrgan unterbunden werden. Das ATP zeigt dann nur 
den ,,Weichmachereffekt*. Die Blockierung durch Salyrgan wird durch Zu- 
satz von Cystein wieder aufgehoben (Kuschinsky und Turba 
1950). 

Goldacre und Lorch injizierten Amoeben 1 bis 3%ige Lésungen 
von ATP. Injizierten sie in den ,,tail“, wurde die Strémung beschleunigt: 
injizierten sie in ein vorwartsstromendes Pseudopodium, wurde die Stré- 
mungsrichtung umgekehrt. Injizierten sie in die Mitte, wurde die gesamte 
Oberfliche gefiltet. Kriszat (1951) konnte zeigen, da® nach ATP-Behand- 
lung das Eindringen bestimmter Farbstoffe verzégert und daf die Rigiditit 
erhoht wird. Kriszat (1953) untersuchte auch die Wirkung von ATP und 
Parachloromercuribenzoesiure auf die Amébe Chaos chaos. Nach Zugabe 
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dieser Reagenzien kontrahierten sich die Amoeben sehr stark, was nicht 
den Erwartungen entsprach, denn durch Para-chloromercuribenzoesaure 
sollten die SH-Gruppen und die ATP-ase-Aktivitat blockiert werden. 

Kriszat (1950) hat die Wirkung des ATP mit der Zentrifugierungs- 
methode untersucht. Die lebenden Amében wurden in ATP-Lésungen bei 
6500 Umdrehungen pro Minute beobachtet. Er wertete die allgemeinen Vis- 
kositatsinderungen aus, die sich aus der Schichtung der Inhaltskérper und 
der Geschwindigkeit ihrer Trennung ergaben. In 3 - 10-3 mol ATP erfolgte in 
den ersten 43 bis 60 Minuten eine Erniedrigung, darauf folgend eine allmah- 
liche Erhéhung der Viskositat. Die ATP-Wirkung (Erhéhung der Viskosi- 
tat) war in Ca-freien Medien am gréBten. In Medien mit erhéhtem Ca- 
Gehalt (Pringsheim-Lésung mit 4fachem Ca(NO,).-Anteil) vollzog sich die 
Schichtung am schnellsten. 


Material und Methode 


Die folgenden Untersuchungen wurden mit Deckglaspraparaten aus- 
gefiihrt. Die Amoeben wurden nur gut wachsenden Kulturen entnommen, 
in Pringsheim-Lésung abgespiilt und auf den Objekttrager gebracht. Die 
Pringsheim-Lésung wurde dann fast véllig weggesaugt und die Versuchs- 
lésung auf den Objekttrager gegeben. Das Deckglas wurde grundsatzlich 
mit hohen Wachs- bzw. Glasfii®chen versehen und mit Paraffin abgedichtet. 
In Kontrollversuchen wurden Amoeben aus den gleichen Kulturen, aus 
denen auch die Versuchstiere entnommen wurden, in reiner Pringsheim- 
Lésung unter den gleichen Versuchsbedingungen gehalten (Temperatur, 


Dauer des Versuchs, Deckglaspraparat). Verwandt wurde die vielkernige 
Amdbe Choas chaos L. 


Uber die Zusammensetzung der Pringsheim-Lésung und die Kultur der 
Amoben siehe I. Teil dieser Arbeit. 

Das bewegungsphysiologische Verhalten von Amében exakt wiederzu- 
geben, ist recht schwierig; besonders erschwerend ist, daB die Amében keine 
feste Gestalt haben. Es wurden von den beobachteten Reaktionen selbst- 
verstandlich nur solche wiedergegeben, die sich reproduzieren lieBen und 


die annahernd dhnlich verliefen. 


A. Die Wirkung von Salyrgan (SA) 
Salyrgan = Salicyl-(j-hydroxymercuri-f-methoxypropy])-amid-o-acetat. 
Verwandt wurde das Salyrgan der Farbwerke Hoechst, jedoch ohne den 


in den pharmazeutischen Praparaten enthaltenen Theophyllin-Anteil. Das 
SA wurde direkt in Pringsheim-Lésung aufgelést. 


1. SA 5-10—1 bis 1- 10—1 mol 


Nach wenigen Minuten tritt Cytolyse ein. Dabei wird das Vorderende 
zuerst aufgelést. 
2.SA 1-10-? mol 


Nach dem Einbringen in die Lésung ziehen die Amében sofort ihre 
Pseudopodien ein, der Rand wird gewellt und es treten gelappte Formen 
Protoplasma, Bd. LIII/4 34 
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auf (Abb.1). Bei einigen Tieren bleibt die .tail*-Region erhalten. Nach 
etwa 30 min kommt die Bewegung wieder in Gang. Es wird zuerst nur ein 
ein breites Pseudopodium gebildet. 


Die Amében reagieren nicht auf 

Erschiitterungen. Gefangene Rotato- 

rien, die sich in den Nahrungsvakuolen 

noch bewegen, kénnen die Vakuolen- 

begrenzung durchbrechen und sich be- 

freien. Dabei kommt es immer zum 

Aufreiffen der iuReren Schich- 

ten; (Membran, Plasmalemma). Die 

Locher“ werden nicht mehr geschlos- 

sen und das Cytoplasma tritt aus. 

Im normalen Medium gelingt es den 

gefangenen Rotatorien nie, sich zu 

befreien. Offnungen, die durch An- 

stechen in normalen Medien hervor- 

gerufen werden, schliefen sich sofort 
Abb. 1. Die Amoebe Chaos chaos L. wieder. Nach spiitestens 7 Sid. ist bei 
in: SA 10-? mol. Nach 2 min. allen Amében Cytolyse eingetreten. 


a“ 


3. $A 1-10-% mol 


Nach dem Einsetzen in die Lésung werden die Pseudopodien eingezogen; 
der Rand ist gewellt (Rand: auBere Begrenzung bei mikroskopischer Auf- 


sicht). Dieses Welligwerden des Randes ist jedoch keine spezifische Reaktion 


Abb. 2. SA 10-* mol. Nach 24 Std. Phasenabstand 1 min. 


auf SA, denn es tritt auch beim Umsetzen in normale Medien und nach 
Erschiitterungen auf. Nach etwa 12 min setzt die Bewegung wieder ein. Es 
werden kurze Pseudopodien gebildet. Die Oberfliche ist glatt geworden. 


Nach 24 Std. werden keine Pseudopodien mehr gebildet. Die Beweg!ich- 





Bewegungsphysiologische Untersuchungen an der Amoebe Chaos chaos L, 507 


keit ist aber noch vorhanden. Infolge Erwirmung kam es zu Formverande- 
rungen. Eine Plasmastrémung war dabei nicht zu beobachten. Die folgende 
Abb. 2 zeigt eine Amoebe in SA 10-% mol nach 24 Std. in Abstinden von 
je 1 min. 

Die Amében nehmen allmahlich die monopodiale Form an. Diese Tiere 
wurden unter Zeitraffung aufgenommen. Sie zeigten das gleiche Verhalten 
wie in Medien mit niedrigem pH. Ein Unterschied besteht nur in der Form 
des Hinterendes, das hier nicht so schmal ausgezogen ist. Dann kugeln sich 
die Amoeben ab und die Membran lést sich auf. Im Gegensatz zu Amoeben in 


Abb. 4. 
Abb. 3. SA 10-* mol. Nach 4 Tagen. 
Abb. 4. SA 10—* mol. Nach 20 min. 


anderen Medien, in denen die Tiere platzen und ,auslaufen*, erfolgt hier 
kein Austritt des Cytoplasma. Er herrscht kein Uberdruck im Innern. 

In der folgenden Mikroaufnahme erkennt man, daf das granulierte Cyto- 
plasma sich abgesetzt hat. Es liegt aber nicht konzentrisch zur auBeren 
Schicht, sondern beriihrt sie an einer Stelle. Hier wird die Membran zuletzt 
aufgelést. Es ist dies vermutlich der Ort. der bei den normalen Amében 
dem ,,tail* enispricht (Abb.3). (Siehe auch Gol dacre: Nach Zugabe von 
Anaesthetika hebt sich die Membran am .tail* zuletzt ab.) 


4.SA 1- 10-4 mol 


Nach dem Einsetzen in die Liésung werden die Pseudopodien nur kurze 


Zeit eingezogen: bald werden wieder zahlreiche neue Pseudopedien gebildet. 
Nach 20 min nehmen die Tiere eine langgestreckte Form an. An den Spitzen 
der Pseudopodien zeigen sich kugelige Anschwellungen (Abb. 4). 

Die hyalinen Kappen an den Spitzen der Pseudopedien sind verbreitert. 
Sie dehnen sich aus, ohne daf das granulierte Cytoplasma nadhfolgt. 

An den Spitzen der vorwirtsstrémenden Pseudopodien zeigt sich eine 
charakteristische Wirkung: Die hyaline Zone an der Spiize der Pseudo- 


34* 
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podien bleibt nicht auf das Vorderende lokalisiert, sondern greift auch auf 
die Seiten iiber: Die Membran ist leicht dehnbar und liegt nur locker an. 
Dadurch kann es nicht zur Bildung scharf abgesetzter Pseudopodien kom- 


men, sondern jeder 
Ansatz dazu ..zer- 
flieRt* in die Breite 
(zerflieBende Fronten, 
Abb. 5).. Die Pseudo- 
podien werden nach 48 
Std. wieder kiirzer, die 
Amdoben kugeln sich ab 
und die iiufere Schicht 
list sich auf. 

Die Kristalle, die 
bei Tieren in norma- 
len Medien in _ fast 
gleichen Abstiinden an 
der Oberfliche liegen 
(Abb. 6), sind in tie- 
fere Schichten abge- 
sunken und verklumpt 
Abb. 7). 

Gelegentlich entstehen .Stehaufmannchen*-Formen: Die Amdbe hat 
birnférmige Gestalt angenommen. Die schweren Inhaltskérper sind samt- 


Abb. 5. SA 10 mol. Spitze eines Pseudopodium. 


Abb. 6. 


Abb. 6. Kristalle an der Oberflache einer Amoebe in Pringsheim-Lésung (Normal- 
Zustand), 
Abb. 7. SA 10— mol. Verklumpte Kristalle. 


lich abgesunken und befinden sich im unteren Teil der Amébe, der obere 
Teil des Cytoplasma ist frei von Kristallen und ,heavy spherical bodies“ 
(gréBere, kugelfo6rmige Einschliisse). Bei héheren SA-Konzentrationen kann 
diese Reaktion spontan auftreten. Dieser Zustand halt jedoch nicht lange 
an. Die Tiere kugeln sich dann bald ab. 
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5. SA 10-5 mol 


Nach dem Einbringen setzt die Bewegung sofort wieder ein. Die Enden 
der Pseudopodien sind wieder verbreitert. Die Amében reagieren auf Er- 
schiitterungen normal durch Einziehen der Pseudopodien. Nach 1 Std. wird 
die Bewegung allmahlich eingeschrinkt. Es werden weniger Pseudopodien 
gebildet, die Form wird beinahe monopodial: die Kristalle verklumpen. 
Die Kristallanhaufungen liegen frei im Cytoplasma. Einige dieser Haufen 
vereinigen sich und bilden gréfere Verbande, die dann von einer Vakuole 
umgeben werden (Abb. 8). Die Vakuolenwinde sind nicht straff gespannt, 
sie werden ..plastisch* ver- 
formt. Wenn die Kristall- 
vakuole eine gewisse GréRe 
erreicht hat, kann sie im 
Plasmasol nicht mehr mit- 
gefiihrt werden und bleibt 
im Hinterende liegen. Sie 
beriihrt schlieBlich die Un- 
terlage, die Membran reift 
auf und der Inhalt der Va- 
kuole entleert sich nach 
aufen. Mit den Kristallen 
werden auch einige Zell- 
kerne ausgestofen (Abb. 
9a, b). 

Nachdem die Kristall- “"™ neiniiiea 
vakuole entfernt ist, wird Abb. 8. SA 10-> mol. Kristallvakuole. 
die Beweglichkeit wieder 
groRer. Auffallig ist die Bildung von zahlreichen leeren Vakuolen. Sie wer- 
den vom Plasmasol mitgefiihrt und haufen sich im Vorderende an, wahrend 
die verklumpten Kristalle nur unter Schwierigkeiten mitgefiihrt werden 
k6énnen; sie werden am Hinterende gesammelt. Auch die anderen Einschliisse 
im Plasmasol entmischen sich allmahlich und haufen sich am Hinterende 
an (Abb. 10). Am 4. Tag kugeln sich die Amoeben ab und gehen ein. 

In Salyrgan 10~* mol lassen sich keine deutlichen Wirkungen mehr nach- 
weisen. Die Amoeben sind polypodial und gut beweglich. Die schadigende 
Wirkung wird erst nach 8 Tagen deutlich. Die Tiere kugeln sich ab und zei- 
gen beginnende Auflésung der auferen Schichten. 


B. Die Wirkung von Cystein 
Cystein = a-amino-f-thiopropionsaure 
1. Cystein 1- 10-1 mol 
Die Pseudopodien werden nach dem Einsetzen in die Lésung eingezogen. 
Neue Pseudopodien werden nicht gebildet. Die auBere Schicht .quillt* auf 
und wird faltig, lést sich jedoch nicht gleichmafig ab, wie etwa bei den 
Amoeben bei erhéhier Temperatur (K 4 p p ner 1961, S. 84), sondern zeigt 
viele Einschniirungen — Stellen, an denen sie fester haftet (Abb. 11). 





b 
Abb. 9. SA 10 mol (a und b). Die Kristallvakuole gelangt in den hinteren Teil der 
Amoebe und wird ausgestoBen. 


Abb. 10. SA 10-> mol. Vakuolenbildung und Anhaufung der schweren Bestandteile 
im Hinterende. 
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2. Cystein 1- 10-2 mol 


Die Pseudopedien werden nur kurze Zeit eingezogen. Nach etwa 3 min 
kommt die Bewegung wieder in Gang, jedoch nur fiir wenige Minuten. Nach 
10 min kénnen keine Pseudopodien 
mehr gebildet werden. Es werden einige 
Protuberanzen“ gebildet, die sich zu- 
nehmend verbreitern. Sie sind nicht 
vollig hyalin, sondern zeigen noch Gra- 
nulation. Diese ist aber weniger dicht 


ae * 


Abb. 11. CY 10—-'! mol. Nach 4Std. Abb. 12. CY 10- mol. 


als in dem dreieckigen Hauptteil der Amoebe. Der Hauptteil verjiingt sich 
nach dem ,,tail” zu. 

Nachdem sich die Membran am Vorderende abgehoben hat, werden 
merkwiirdige faserarti- 
ge Gebilde sichtbar, die 
die abgehobene Membran 
mit dem inneren, dichi gra- 
nulierten Teil verbinden 
(Abb. 12). Die Amoebe 
schrumpft dann etwas. Nach 
dem Zelltod ist die Membran 
durchlassiger geworden. 

Bei einem anderen Tie1 
ist der innere, dichtere Teil 
deutlich geschichtet. 


3. Cystein 1- 10-* mol 


Zu Beginn des Versuches 

werden die Pseudopodien 

Abb. 13. CY 10-* mol. Nach 10 min. nur fiir kurze Zeit einge- 
zogen. Bald werden wieder 

neue Pseudopodien gebildet. Es kommt zu eigenartig aufgegliederten 
Formen (Abb. 13). Die groBe Anzahl der Pseudopedien wird aber bald 
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reduziert, bis schlieBlich wieder die monopodiale Form erreicht ist. 
Die Tiere sind in diesem Medium sehr erschiitterungs- 
empfindlich. Bei geringen Erschiitterungen, z. B. wenn mann an 
das Mikroskop st6éRt, ziehen die Amoeben sich ruckartig zusammen. Hierbei 
werden alle Pseudopodien gleichzeitig eingezogen (Abb. 14). 


: se ts FS aes b 
Abb. 14 a. CY 10-% mol. Nach 20 min. Im Augenblick der Erschiitterung. 


Abb. 14b, Die gleiche Amoebe wie oben. 3 sec spater. 


Diese Kontraktion geht mitunter so schnell vor sich, da man sie mit dem 
Zusammenziehen eines gespannten Gummibandes vergleichen kann. Bei der 
Kontraktion wird die gesamte Oberflache des Tieres wellig und faltig. 


Abb. 15. Abb. 16. 


Abb. 15. CY 10-* mol. Nach 8 Std. Faserbildung. 
Abb. 16. CY 10-? mol. Wie Abb. 15. Ausschnitt. 


Nach ungefahr 8 Stunden hoért die Bewegung bei dieser Cystein-Konzen- 
tration auf. Die Pseudopodien werden eingezogen. An Sielle der Pseudo- 
podien bleiben faserartige Gebilde zuriick (Abb. 15 und 16). 


4, Cystein 1- 10-4 mol 


Die Pseudopodien werden nur kurze Zeit eingezogen; Beweglichkeit und 
Form sind bald wieder normal. In Deckglaspraparaten kugeln sich die 
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Tiere nach 24 Stunden ab und gehen ein. Die Schidigung wurde durch 
Sauerstoffmangel beschleunigt. In offenen Kulturschalen tritt der Tod erst 
nach 4 Tagen ein. 

In abgekugelten Amoeben ist noch deutlich das Hinterende zu erkennen. 
Bei einem Tier war am Hinterende etwas Cytoplasma ausgetreten: die 
Austrittstelle wurde jedoch wieder geschlossen. An der .Narbe* bildeten 
sich strahlig angeordnete Faserbiischel. Die fliigelartigen Bildungen am 
Hinterende des abgekugelten Tieres erinnern an die Vorwélbungen der 
Membran in CY 10-2 mol (Abb. 12), jedoch war es dort die Membran, die 
sich abgehoben hatte und die an verschiedenen Stellen noch am granulierten 


Abb. 17 a. Abb. 17 b. Abb. 18. 


Abb. 17 a. CY 10-4 mol. Abkugelung und Fliigelbildung. 
Abb. 17b. Wie Abb. 17 a, starkere Vergréferung. 


Abb. 18. Wie 17 b, ein anderes Tier. 


Cytoplasma haftete, wahrend es hier nicht die Membran, sondern das gra- 
nulierte Cytoplasma ist, das diese Einziehung aufweist (Abb. 17). 

Bei einer anderen Amoebe, die noch nicht abgekugelt war, zeigten sich 
in der ,,tail“-Region an einem Fortsatz ahnliche faserartige Gebilde 


(Abb. 18). 
5. Cystein 1- 10— bis 1 - 10—-* mol 


Sowohl in den offenen Kulturschalen als auch in den Deckglaspraparaten 
sind die Amoeben polypodial und gut beweglich. Noch gesteigerte E r- 
schiitterungsempfindlichkeit. Nach dem Einsetzen in die 
].ésungen hat man den Eindruck einer plétzlichen ,.Aktivierung*. Es werden 
nach allen Seiten sehr zahlreiche Pseudopodien gebildet, die spater wieder 
miteinander verschmelzen. 


C. Die Wirkung von Salyrganund Cystein 


Im folgenden Abschnitt wird die Wirkung von Salyrgan und 
Cystein untersucht. Von den beiden Stoffen wurden gleiche Teile der 
gleichen Konzentration gemischt. 
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1.SA+CY 1-10—1 bis 0,5-10-? mol 
Die Pseudopodien werden eingezogen, die Bewegung hért auf: jedoch 
kugeln sich die Amoeben nicht ab. Die auBere Schicht wird nicht aufge- 
lést. 
2. SA+CY 9,5- 10-3 bis 1- 10-4 mol 
Die Amoeben sind bis zum dritten Tag beweglich und polypodial. Am 
vierten Tag werden einige monopodial; am fiinften Tag kénnen nur noch 
kurze Vorwolbungen gebildet werden, am sechsten Tag Abkugelung und 
Entmischung: Tod. Keine Auflésung der auferen Schichten. 


Abb. 19. SA+ CY 0,5-10— mol. Kristalle verklumpt. 


3. SA+CY 0,5 - 16-4 bis 6,5 - 10-5 mol 


Die Beweglichkeit ist gut: normale Form. Auch am fiinften Tag noch 
polypodial. Die Kristalle verklumpen allmahlich (Abb. 19). Unter 
{.10-6 mol keine Anderung des normalen Verhaliens. 


D. Die Wirkung von ATP (Adenosin-triphosp hat) 


Verwandt wurde das Na,ATP der Firma Boehringer. Das ATP wurde 


direkt in Pringsheim-Lésung aufgelést. Es wurden nur jeweils frisch ange- 
setzte Lésungen verwandt. 


1. ATP 1-10—1 mol 


Es scheint zwei Miglichkeiten der Reaktion zu geben: 1. Die 
Amoeben werden mit normaler Pringsheim-Lésung auf den Objekttrager 
gebracht. Dann wird die Pringsheim-Lésung mit Filtrierpapier fast vollig 
weggesaugt. Die Amoebe befindet sich dann in einem kleinen Tropfen, des- 
sen Durchmesser etwa der Lange der Amoebe entspricht. Die Tiere, die 
anfangs alle Pseudopedien eingezogen hatten, bilden wieder (nach 10 bis 
15sec) neue Pseudopodien aus. Es gibt dann einen Zeitpunkt, in dem alle 
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Pseudopodien noch nicht ihre volle Ausdehnung erreicht und noch keine 
Verzweigungen gebildet haben und alle vorwiartsstrémen. Gibt 
man in diesem Augenblick ATP hinzu, so wird die Bewegungsrichtung in 
allen Pseudopodien sofort umgekehrt, 
die Pseudopodien werden retrahiert, 


a 


b 


Abb. 20a. ATP 10-1 mol. Vor Zugabe des ATP. 
Abb. 20 b. Nach 10 sec. 


die Tiere kugeln sich ab. Die Kontraktion erfolgt derart schnell, daB die 
relativ schweren Nahrungsvakuolen nicht folgen kénnen und an die iuBere 
Begrenzung geraten. Die Tiere verharren dann in diesem Zustand (Abb. 20). 


Die durch den AT P- 
Finflu® abgekugelten 
Tiere breiten sich allmah- 
lich aus. Das Cytoplasma 
wird heller, d. h. die Gra- 
nulationen im Innern riicken 
weiter auseinander. Die 
Wande der Nahrungsvaku- 
olen werden bei einigen 
Tieren aufgelést. Das ist be- 
sonders deutlich bei den 
Nahrungsvakuolensichtbar. 
die noch lebende Rotatorien 
enthalten. Diese Beuteob- 
jekte bewegen sich dann 
frei im Cytoplasma. Die 
Kristalle, die sonst gleich- 
mafig verteilt an der Ober- 
fliche liegen, sind in tiefere 


Abb. 21. ATP 10—' mol. Die .Fronten* bleiben er- 
halten. 


Schichten abgesunken. Es entstehen kleine Offnungen, die sich aber sofort 
wieder schlieBen. Es ist méglich, daB durch diese Offnungen ATP direkt in 
das Innere der Amoebe eingedrungen ist. Es erfolgt dann ein allmihliches 





516 W. Kappner 


Auflésen der Membran. Auf diese Weise reagieren die abgekugelten Amoe- 
ben, die man durch aufere Reize unbeeinfluBt laBt. Wenn man aber diese 
Amoeben, kurz nachdem sie sich abgekugelt haben, etwa durch Durch- 
saugen der Fliissigkeit unter dem Deckglas, mechanisch beeinfluRt, so 
kommt die Bewegung wieder in Gang. Die Reaktion kann mehr oder weni- 
ger stark sein. Es kommt oft nur zu einem breiten Fliefen. Dabei bleiben 
die ..Fronten*, die sich beim VorwiartsflieRen an der Grenze Hyaloplasma- 
Granulaplasma bilden, fiir lingere Zeit sichtbar bestehen (Abb. 21). Es ist 
dies die Zone am Vorderende des ..Plasmagel-Schlauches“. in der die Um- 
wandlung Plasmasol in Plasmagel stattfindet. Die ..Fronten“ sind Verfesti- 
gungen, die beim weiite- 
ren Vorwirtsfliefen des 
Pseudopodium durch- 
brochen werden’ und 
dann netzartigen Cha- 
rakter zu haben scheinen: 
kleine Partikel kénnen 
ohne weiteres durch- 
strémen, gréfere (Kerne, 
Nahrungsvakuolen) wer- 
den zuriickgehalten, bis 
sich diese .,.Front* nach 
einigen Sekunden wieder 
aufgelést hat. Dieser Vor- 
gang wiederholt sich in 
Abb. 22. ATP 10— mol. Vorwartsstrémen zum rechten regelmifigen  Interval- 
Bildrand und gleichzeitige Kontrakt. im Innern. Man 


len. Die Cytoplasmastr6- 
beachte die symmetrische Form der Amoebe. 


mung ist dann nicht kon- 
tinuierlich, sondern fast 
ruckartig. ahnlich der von anderen Autoren beschriebenen .,Bruchsackpseudo- 
podienbildung* (Rhumbler) und .Barrierebildung* (Giersberg). In 
dem oben beschriebenen Falle blieben die ..Fronten“ minutenlang bestehen. 
Sie waren nicht netzartig durchbrochen: das Plasmasol strémte links und 
rechts daran vorbei. 

Bei der starkeren Reaktion kommi es zu einem VorwartsflieBen 
und einer gleichzeitigen Kontraktion im Innern. Es entsteht der Eindruck, 
daf ein Teil der Granulation wie durch ein .Sieb“ zuriickgehalten wird, 
das von aufen nach der Mitte der Amoebe zu bewegt wird (Abb. 22). Gleich- 
zeitig kontrahiert sich das Tier auf ein typische Weise, die im niachsten 
Abschnitt naher behandelt wird. 


2. Méglichkeit der Reaktion auf ATP 10—1 mol 


Nachdem man die Amoeben auf den Objekttrager iibertragen hat und 
die Pringsheim-Lésung bis auf einen kleinen Tropfen abgesaugt wurde, war- 
tet man, bis sich die Tiere véllig ausgestreckt haben und bereits wieder 
Pseudopodien einziehen und gibt dann erst das ATP hinzu (Abb. 23). Die 
Tiere kontrahieren sich dann sehr schnell, jedoch werden nicht alle Pseudo- 
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podien eingezogen. Der ,iail” und die sich retrahierenden 
Pseudopodien kontrahieren sich sehr heftig. Die vorwiarts- 
stroémenden Pseudopodien erschlaffen an den distalen Enden und 
bilden abgerundete Aussackungen. Am distalen Ende der Erschlaffungszone 
ist wieder der oben beschriebene .Siebeffekt* eingetreten. Die Amoe- 
ben, die sofort auf diese Weise reagieren, platzen meistens. Dies geschieht 
nie in der ,,tail*-Region, sondern immer in der Erschlaffungszone, an den 
auBeren Enden der Aussackungen (Abb. 24). 


3. ATP 1-10-? mol 


Die Pseudopodien werden sofort faltig und wellig und kontrahieren sich. 
Alle Pseudopodien werden eingezogen und nicht mehr neu gebildet (Abb. 23). 


Abb. 23. ATP 10—' mol. Vor Zugabe des ATP. Retrahierendes Pseudopodium. 
5 


Dabei auftretende Risse in der Membran werden sofort wieder geschlossen. 
Die anfangs noch wellige Oberflache der abgekugelten Amoeben gliattet sich 
allmahlich. Damit verbunden ist eine zunehmende Vergréferung der 
leeren Vakuolen (Abb. 26). Bei einigen Tieren verschmelzen diese 
Vakuolen zu einer einzigen. Bei einigen ist die Glattung der Oberfliche 
nicht vollstandig. 


4, ATP 1-10-* mol 


Nach Zugabe des ATP stoppt die Bewegung, die Pseudopodien werden 
eingezogen; die Amoeben kugeln sich ab. Die Oberflache glattet sich jedoch 
nicht. Nach 11 min setzt die Bewegung wieder ein. Die Amoeben bewegen 
sich dann aber nur noch monopodial. Etwa 30min nach der Zugabe 
des ATP wird die Bewegung langsamer. Die Wellenbewegung vom Vorder- 
ende zum Hinterende, die auch bei diesen Monopodialen zu sehen war, wird 
statisch“: Es zeigen sich starke Einschniirungen bei den mono- 
podialen Tieren, die sich aber nicht mehr weiterbewegen (Abb. 27). 
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Abb. 24 a. ATP 10— mol. 2 sec nach Zugabe des ATP. Der gré8te Teil der Oberflache 
der Amoebe wird wellig. b Wie a. Nach 5 sec. Die erschlafften Enden der Pseudopodien 
fiillen sich wieder. .Siebeffekt.~ c Wie b. Nach 9sec. An beiden Enden geplatzt. 
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Der vorher gut sichtbare, wellige .tail“ wird glatt, und die Amoeben kugeln 
sich ab. Bei den sich abkugelnden Tieren zeigen sich zeitweilig fase r- 


Abb. 25a. Vor Zugabe des ATP. b 2 sec. nach Zugabe von ATP 10-? mol. 


artige Gebilde. ahnlich den bei den Cystein-Versuchen beschriebenen 
Fasern, an dem dem retrahierenden Pseudopodien gegeniiberliegenden Pol 
(Abb. 28). Nachdem dieses 
Pseudopodium eingezogen ist, 


verschwinden diese Fasern 
wieder. Dann tritt Cytolyse 
ein. 


Abb. 26. Abb. 27. 
Abb. 26. ATP 10-* mol. Nach 30 sec Abkugelung und Glattung der Oberflache. Ver- 
groRerung der Vakuolen. 


Abb. 27. ATP 10-* mol. Nach 30 min. Die Wellenbewegung ist ..statisch“ geworden. 


In Konzentrationen unter 1- 10-3 mol ATP zeigen sich keine deutlichen 
Reaktionen. In 1-10-4mol ATP sind die Amoeben polypodial, mit langen 
Pseudopodien. 
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E. Die Wirkung von ATPund Salyrgan 
1. SA 5-10-1 mol und ATP 1- 10-2 mol 


Die Pseudopodien werden eingezogen. An einer Stelle bildet sich eine 
Offnung in der Membran, die nicht wieder geschlossen wird. Es tritt aber 


Abb. 28. 


Abb. 29. 


Abb. 28. ATP 10-* mol. Abkugelung und Faserbildung. 
Abb. 29. SA 5-10—' und ATP 10-? mol. 


auch kein Cytoplasma aus. Erst nach Druck auf das Deckglas kommt es zum 
Austritt des Cytoplasma. Bei der Beriihrung mit dem Medium trennt es sich 
in zwei Komponenten, die verschieden reagieren: ein Teil breitet sich aus 


Abb. 30. SA 10-* und ATP 10— mol. Nach 3 sec. 


(iufere helle Zone in Abb. 29), 
der andere Teil kontrahiert 
sich nach der Beriihrung mit 
dem Medium (dunkle Zone). 


2.SA 1- 10-3 
und ATP 1- 10-1 mol 


Die Pseudopodien werden 
eingezogen und nicht mehr neu 
gebildet. Ein Ansaugen der 
Fliissigkeit unter dem Deck- 
glas verursacht nur geringe 
Bewegung. Es bildet sich eine 
Offnung, durch die ein Teil des 
Cytoplasma austritt. Die Off- 
nung wird dann wieder ge- 
schlossen. Der hyaline Saum, 


der sich nach dem Einziehen der Pseudopodien gebildet hatte, verbreiiert 
sich zunehmend. Es zeigt sich wieder der ,,Sieb-Effekt*. Der dadurch ver- 
breiterte hyaline Saum glattet sich nicht, sondern behalt seine tiefen 
Einziehungen. In der ,.tail“-Region hat sich die Membran nur wenig 
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abgehoben. Auch der .,Sieb-Effekt* ist in diesem Gebiet nur schwach aus- 
gepragt (Abb. 30). 

In den oben beschriebenen Versuchen wurden SA und ATP gleichzeitig 
zugegeben. 

LaBt man das SA zuerst 1 min allein einwirken und gibt dann erst das 
ATP hinzu, ist die Reaktion abgeitndert. Nach Zugabe des SA werden die 


c 
Abb. 31a. Nach 1 min in SA 10 mol. b 30 see nach Zugabe des ATP 10-* mol. 
Bewegung im Innern, dann CY 10—* mol zugegeben. c Nach 1 Std. Abkugelung und 
Vakuolenbildung. 


Pseudopodien nur kurze Zeit eingezogen. Es werden bald wieder neue 
Pseudopodien gebildet, die aber nur schmal und klein bleiben. Nach 1 min 
wird das ATP zugegeben. Es erfolgt eine allmahlichh zunehmende 
Kontraktion der Pseudopodien, die zu einer heftig rotierenden 
Bewegung im Inneren der Amoebe fiihrt. Nach 1 min werden wieder 
neue Pseudopodien gebildet, gleichzeitig wird das Cytoplasma heller und 
durchsichtiger; es tritt Cytolyse ein. 


Protoplasma, Bd. LIII/4 35 
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3. SA 1- 10-8, ATP 1- 10-2? und Cystein 1- 10-3 mol 


Das ATP wurde 1 min nach dem SA zugegeben. Nachdem die Bewegung 
wieder eingesetzt hat, wird das Cystein zugesetzt: Die Amoebe kontrahiert 
sich langsam. Die leeren Vakuolen werden gréfer und verschmelzen mit- 
einander; die Oberflache glattet sich (Abb. 31). Wenn man zu diesem Zeit- 
punkt die Amoeben wieder in reine Pringsheim-Liésung iiberfiihrt, ist die 
Wirkung reversibel: Die Tiere bilden wieder lange breite Pseudopodien. 
Bela&t man die Amoeben in dem SA, ATP und CY enthaltenden Medium, 
runden sie sich weiter ab und zeigen die gleiche Reaktion wie in ATP 
10-2 mol. 

Da die in den oben beschriebenen Versuchen benutzten Lésungen sehr 
hohe osmotische Werte hatten, wurden Kontrollversuche mit 
Saccharose und Glukose in Pringsheim-Lésung angestellt. In 5-10— mol 
Saccharose Pringsheim-Lésung waren die Amoeben nach 24 Stun- 
den noch polypodial und gut beweglich. 


Besprechung der Ergebnisse 


Zum Verstandnis der amoeboiden Bewegung wird folgende Arbeitshypo- 
these aufgestellt: Das Verhalten der Amoeben gegeniiber ATP wird mit 
dem Verhalien des Actomyosin in Vergleich gesetzt. Die Mastsche 
Hypothese des Plasmagel-Schlauches, der am Vorderende durch 
Umwandlung von Plasmasol in Plasmagel verlangert und am Hinterende 
durch Uberfiihrung von Plasmagel in Plasmasol abgebaut wird, ist der 
Hauptbestandteil der hier dargelegten Auffassung. 


Durch die AT P-Spaltung ergibt sich: 

1. Die Umwandlung von Plasmasol in Plasmagel, analog 
der .Superprecipitation® des Actomyesin nach Zugabe von ATP: 

2. Die Kontraktion der Membran am Hinterende der 
Amoebe und an den distalen Enden der sich retrahierenden Pseudopodien; 

3. Die zur Pseudopodienbildung nétige Kontraktion mit lokaler Begren- 
zung (Kontraktionsring). 

Wird die ATP-Spaltung, z. B. durch Salyrgan, verhindert, 
ergibt sich folgendes: 

4. Die Umwandlung Sol-Gel unterbleibt. 

5. Die kontrahierte Membran kehrt in ihren Normaltonus 
zuriick. (Unter der Annahme, daf es berechtigt ist, bei der Zellmembran 
von Tonus zu sprechen.) 

6. Die Ausbildung des Kontraktionsringsunterbleibt; 
es werden keine Seitenpseudopodien gebildet. Bei schon bestehenden 
Pseudopodien tritt Stérung des Sol-Gel-Prozesses ein: ZerflieBende Fronten). 

7. Bei iberoptimaler ATP-Konzentration: Der Sol-Zustand bleibt 
erhalten, das Plasmagel wird verfliissigt: der Tonus der Membran wird ge- 
ringer, sie erschlafft. 

Die amoeboide Bewegung lieBe sich demnach etwa folgendermaBen dar- 
stellen. 

Infolge der ATP-Spaltung kommt es zur Kontraktion der Membran im 
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Bereich der .,tail*-Region. Das Plasmasol im Innern der Amoebe wird in 
Bewegung gesetzt und strémt nach vorn. Gleichzeitig mu man annehmen, 
daB es am entgegengesetzten Ende durch Unterbindung der ATP-Spaltung 
zu einer lokalisierten Erschlaffung der Membran und Bildung eines Pseudo- 
podium kommt. 

Im Innern der Amoebe und am Hinterende, in der ..tail*-Region, wird 
durch Aufhebung der ATP-Spaltung und dadurch bedingte iiberoptimale 
Konzentration das Plasmagel in Plasmasol verwandelt, so dafi es durch die 
Kontraktion des ,tail“ nach vorne flie®t. Am Vorderende wird durch die 
ATP-Spaltung das Sol wieder in Gel umgewandelt und an den Plasmagel- 
Schlauch angelagert. Die ATP-Spaltung scheint wie eine gerichtete .,Ketten- 
reaktion* progressiv von vorne nach hinten weiter fortzuschreiten. (Bei 
Amoeben, die in saurem Medium monopodial werden, kann man eine Kon- 
traktionswelle beobachien, die sich immer vom Vorderende zum Hinterende 
bewegt.) Die Reaktion wird mit zunehmender Entfernung vom Vorderende 
starker (keulenférmige Gestalt und sich verjiingendes Hinterende der 
monopodialen Amoeben). 

Nachdem die Reaktionswelle den .,tail“ erreicht hat, tritt eine Umkehr 
der Reaktion ein: Unterbindung der ATP-Spaltung, Einschmelzen der Mem- 
bran am Hinterende und eine Umwandlung von Gel in Sol im Innern; das 
Plasmasol strémt nach vorn, am Vorderende erneute ATP-Spaltung und 
Vergelung usf. 


Bei der Bildung eines Seitenpseudopodium lauft der gleiche Vorgang 
ab: lokale Erschlaffung der Membran durch Unterbindung der ATP-Spal- 


tung und iiberoptimaler ATP-Konzentration. Die erschlaffte Zone wird 
proximad von einer Zone gréferer Verfestigung der Membran umgeben. 
Diese riickt mit zunehmender Verlangerung des Seitenpseudopodium mit 
nach vorn (distad). Diese verfestigte Zone wird auch als Kontrak- 
tionsring bezeichnet. Im Innern der Seitenpseudopodien erfolgt wieder 
Anlagerung an den bestehenden ..Plasmagel-Schlauch* durch Umwandlung 
Sol-Gel usw. Vermutlich bestehen zwischen dem Kontraktionsring und der 
Anlagerung bzw. Umwandlung Plasmasol in Plasmagel am Vorderende des 
Plasmagel-Schlauches insofern Beziehungen, als der Vorgang der Gelanlage- 
rung durch den Kontraktionsring beeinflu@t wird und umgekehrt. Erst hier- 
durch wird eine gerichtete Ortsveranderung méglich. Daf die- 
ser Kontraktionsring tatsachlich vorhanden ist, laft sich aus den Ergebnissen 
in SA 10-4 mol schlieBen: Nach Erschlaffung des Kontraktionsringes durch 
Salyrgan-Einflu® schwillt das Ende des Pseudopodium knopfartig an, weil 
die Kontraktionszone nicht mehr nachfolgen kann oder nicht mehr vorhan- 
den ist. 

Die Reaktion eines Pseudopodium la&t sich so erklaren, daf jetzt starkste 


Kontraktion am distalen Ende des Pseudopodium einsetzt und Abbau des 
Plasmagel im Innern. 


Vielleicht kann man die Steuerung der ATP-Spaltung, ahnlich wie 
im Muskel, durch das Vorhandensein einer dem ,Marsh-Bendall- 
Faktor* ahnlichen Komponente deuten: Im Muskel wird die ATP-Spaltung 


35* 
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und damit die Kontraktion nach Aktivierung des MB-Fakior unterbunden. 
Zur Aktivierung miissen zwei Bedingungen eingehalten werden: der Faktor 
mu an Mg gebunden sein, nicht aber an Ca. Bei der Kontraktion der Faden- 
modelle wird die wirksame ATP-Konzentration von der gleichzeitig vor- 
handenen Ionenstiirke bestimmt. Da das Vorhandensein bestimmter Ionen 
fiir den Zustand des Protoplasma und die Beweglichkeit der Amoeben von 
Bedeutung ist. wurde in zahlreichen Arbeiten dargelegt. 

Inwieweit bestitigen nun die vorliegenden Ergebnisse diese Auffassung? 

Durch den EinfluB des Salyrgan ist zu erwarten, dak 

1. Die Umwandlung von Plasmasol in Plasmagel gehemmt oder verhin- 
dert wird. (Durch Hemmung der ATP-Spaltung.) 

2. Die Kontraktion der Membran ebenfalls unterbunden oder gestért 
wird. 

3. Die Bildung der Kontraktionsringe und damit die Bildung scharf ab- 
gegrenzter Pseudopodien verhindert ist. 

Tatsachlich ergab sich. daB nach einer gewissen Anlaufzeit, die das SA 
braucht, um einzudringen (oder aber nach Unterbindung der ATP-Spaltung 
den ATP-Spiegel auf eine iiberoptimale Konzentration ansteigen zu lassen). 
die Membran erschlafft und ,aufweicht“. (SA 10-2 mol: Ausbrechen der ge- 
fangenen Rotatorien.) 


Die Bildung der Kontraktionsringe unterbleibt und damit 
die Ausbildung von Pseudopodien (SA 10-3 mol, Abb. 2—3, Auftreten von 
monopodialen Formen, im fortgeschrittenen Stadium: Kugelgestalt). Auch 
das ZerflieBen der Fronten an den Spitzen der Pseudopodien deutet darauf 


hin. Das Verhalten der Kristalle, die bei Amoeben in SA-Medien in tiefere 
Schichien absinken, lat sich durch Verfliissigung des Plasmagel, in das sie 
eingebettet sind, erklaren. Die Bildung der zahlreichen Vakuolen in 
SA 10-5 mol la®t sich nur schwer verstehen. 

Die Deutung der SA- Wirkung auf die Membran., als ein Erschlaf- 
fen und Aufweichen erklart, erfordert an dieser Stelle noch einige Bemer- 
kungen. Spek und Gillissen (1942) haben bewiesen, da die Amoeben 
keine Lipoidmembran haben. Sie vermuteten, wie auch spiter Bairati 
und Lehmann (1953), daf die Membran aus Mucopolysacchariden besteht 
und vielleicht innen mit einer Proteinfolie ausgekleidet ist. Vermut- 
lich besteht diese Proteinfolie aus dem gleichen Material wie die Grund- 
substanz des Plasmasol und Plasmagel, nur mit dem Unterschiede, da die 
Molekiile in der Proteinfolie gerichtet sind und somit zu einer zwei- 
dimensionalen Kontraktion befahigt sind. im Gegensatz zu Plasmasol und 
-Gel, die nur vergelen bzw. isometrisch schrumpfen oder verfliissigt werden 
kénnen. Elektronenoptische Untersuchungen von Bairati und Leh- 
mann (1951) an Bestandteilen von Amoeba proteus ergaben, daB das 
Hyaloplasma im Solzustand aus submikroskopisch granularen Mikrosomen 
und fadigen Proteinen aufgebaut ist, die unter Einflu® von Mg und Ca in 
ein dreidimensionales Netzwerk iibergehen. 

Die Mucopolysaccharidschicht der Membran ist vielleicht fiir die Anhef- 
tung an die Unterlage verantwortlich zu machen. Durch Unterbinden der 
ATP-Spaltung und iiberoptimale ATP-Konzentration kann die Membran 
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erschlaffen (am Vorderende) und aufgelést werden (am _ Hinterende). 
Schwierigkeiten bereitet der Erklarung fiir den Einbau der Molekiile in die 
Membran (bei starker Vergréferung der Oberflache) das Vorhandensein der 
Mucopolysaccharid-Schicht. Fiir den Einbau der Protein-Molekiile neigt der 
Autor zu der Erklarung, da durch den Kontakt mit dem Aufenmedium 
die Molekiile gerichtet werden (Einwirkung der Oberflachenspannung) und 
dadurch kontrahierbar sind. Daf die Membran tatsachlich am Hinterende 
eingeschmolzen wird, konnten Spek und Gillissen nachweisen (Auf- 
nahme der angefarbten Membran ins Innere). 

Die Auflésung der Membran in SA-Lésung kann eine spezifische Wir- 
kung des SA sein (durch extremen Weichmachereffekt des ATP), sie kann 
jedoch auch nach dem Tod der Amoeben durch freiwerdende proteolytische 
Fermente erfolgen, was sich hier aber nicht einwandfrei entscheiden JaRt. 

Aus der Wirkung des Cystein lafkt sich schlieRen, da durch diese 
Aminosaure mit einer SH-Gruppe die Tendenz zur Vergelung und Kon- 
traktion erhéht wird. Dies zeigt sich in dem Widerstand gegen die Auflésung 
der Membran in héheren Cystein-Konzentrationen, den zahlreichen erhal- 
tenen Haftpunkien der ,aabgehobenen* Membran und der starken Kontrak- 
‘tion des ,,tail“ in CY 10-2 mol und der Bildung zahlreicher Kontraktions- 
ringe, wodurch wiederum die gebildeten Pseudopodien stark aufgegliedert 
werden (Abb. 17). Sie zeigt sich auch in der gesteigerten Geschwindigkeit 
der Kontraktion nach Erschiitterungen und in der Neigung zu Zusammen- 
lagerung und Faserbildung des Cytoplasma. 

Die Reaktion bei gemeinsamen Einwirken von SA und CY wird gekenn- 
zeichnet durch die Erhaltung der Membran, somit durch Unterbindung des 
SA-Effektes. Bei langerer Einwirkung iiberwiegt allerdings wieder der 
SA-Effekt: Verklumpen der Kristalle. Es ist hier ahnlich wie bei den Ver- 
suchen an Muskelfasern; die Wirkung des CY laft mit der Zeit nach und 
die SA-Wirkung wird wieder deutlich. 

In der Wirkung des ATP zeigt sich der doppelte Effekt dieser Sub- 
stanz: Kontraktion und Weichmacher-Wirkung. Welche Reaktion eintritt, 
wird davon abhangig sein, 

1. Wie schnell und welche Mengen ATP in die Amoebe eindringen, somit 
welche ATP-Konzentration im Innern der Amoebe dann herrscht. 

2. Von der Reaktionslage in der Amoebe: Ob das ATP gespalten werden 
kann oder nicht. 

3. Von den im Medium und in der Amoebe vorhandenen Ionen. 

4. Welcher Zustand jeweils vorliegt: Sol oder Gel, Erschlaffung oder 
Kontraktion. Wahrscheinlich ist es so, daf der Gel-Zustand nicht die nor- 
male Ausgangslage ist, sondern der Sol-Zustand. Aus diesem ,,Normaltonus* 
gibt es dann zwei Méglichkeiten der Reaktion: Entweder Vergelung oder 
nach Kontakt mit dem Aufenmedium und Ausrichtung: Kontraktion. 

Bei der auf S. 514 angefiihrien ersten Méglichkeit der Reaktion auf ATP 
(bei vorwartsstr6menden Pseudopodien) folgt auf die anfangliche Kontrak- 
tion eine Erschlaffung und vollkommene .,Aufweichung*. Dies kann zwei Ur- 
sachen haben: Entweder erfolgt die Erschlaffung, weil die ATP-Spaltung 
aussetzt, oder, was wahrscheinlicher ist, die ATP-Konzentration wird mit 
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zunehmender Dauer des Versuches im Inneren der Amoebe gréfer, sie wird 
physiologisch iiberoptimal. 

Das Verhalten der nach ATP-Einflu® abgekugelten Amoeben, die nach 
mechanischer Reizung wieder Bewegung zeigen, erinnert an die Versuche 
von Goldacre: Reizbeantwortung erst dann, wenn die Membran soweit 
eingedriickt wird, da sie mit dem granulierten Cytoplasma in Kontakt 
kommt. Es erhebt sich die Frage, in welchem Zustand sich die abgekugelten 
Tiere befinden, ob kontrahiert oder erschlafft. Aus den vorhandenen Offnun- 
gen der Membran tritt kein Cytoplasma aus, es herrscht demnach kein 
Uberdruck im Innern. Die primare Abkugelung der ATP-Amoeben ist sicher 
auf eine allseitige Kontraktion zuriickzufiihren, die erst sekundir wegen 
Uberschreitung der optimalen Konzentration in eine Erschlaffung iibergeht. 
Daf dann wieder die Bewegung einsetzt (nach mechanischer Reizung) ist 
ein Widerspruch. Dieser klart sich aus der Annahme, daf die primaire Kon- 
traktion die normale Reaktion ist, die immer eintritt, wenn das Medium 
geandert wird, also Reaktion auf einen von aufBen wirkenden Reiz (auch 
nach Erschiitterung oder Erwarmung erfolgt Abkugelung). Wenn in die auf 
diese Weise abgekugelten Amoeben ATP eindringt und die optimale Kon- 
zentration iiberschritten wird, so erfolgt Erschlaffung und Auflésung 
(Weichmachereffekt). Werden die Amoeben kurze Zeit nach der voll- 
kommenen, primaren Abkugelung im normalen Medium gereizt, erfolgt 
keine Reaktion, weil vermutlich der ATP-Spiegel durch die allseitige Kon- 
irakticn abgesunken ist und noch nicht wieder regeneriert ist. 

Ist im Medium aber A TP vorhanden, erfolgt wieder eine Reaktion, 
und zwar solange der ATP-Spiegel die optimale Konzentration noch nicht 
iiberstiegen hat. Mit dem Eindringen des ATP von aufen ergibt sich aber 
ein Konzentrationsgefalle. Wo das ATP am meisten bzw. am weitesten in 
die Amoebe hineindiffundiert ist, wird die Konzentration noch nicht optimal 
sein, es erfolgt keine Reaktion. An einer anderen Stelle wird, zusammen 
mit dem von der Amoebe regenerierten ATP die optimale Konzentration 
erreicht sein: Es erfolgt eine Reaktion (Siebeffekt, S. 516). Die Reaktion 
schreitet von auBen nach innen fort. Sie beginnt in dem der ,,tail*-Region 
gegeniiberliegenden Teil: Die Durchlassigkeit der Membran scheint dort am 
groRten zu sein. In dem Raum, den die Reaktionszone fortschreitend hinter 
sich lat, ist die ATP-Konzentration iiberoptimal: die Membran erschlafft. 
Dies zeigt sich in Abb. 22 auch daran, daf im Bilde links von der Reaktions- 
zone der Rand gewellt ist, wahrend er rechts davon glatt ist (die Reaktions- 
zone bewegt sich von links nach rechts). 

Die auf S. 516 beschriebene zweite Méglichkeit der Reaktion laRt den 
SchluB zu, daf® in den retrahierenden Pseudopodien und im .,tail* ATP 
gespalten wird und daf die Spaltung auch bei Zufiihrung von ATP von 
auRen weiterliuft; umgekehrt, daf® an den Spitzen der vorwiarisstrémenden 
Pseudopodien die Spaltung unterbunden ist und weitere Zufiihrung von 
ATP von auBen eine Erhéhung oder Fortdauer der Weichmacherwirkung 
des ATP zur Folge hat. 

Die bei niederen ATP-Konzentrationen eintretende monopodiale Bewe- 
gungsweise laft sich mit einer Verfestigung der Membran erkliren. Das 
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eingedrungene ATP kann sofort wieder gespalten werden, die iiberoptimale 
Konzentration wird nicht erreicht. Die Einschniirungen und der Stau, die 
die Pseudopodienbildung induzieren, sind zwar vorhanden, aber es kommi 
nicht zur lokalen Erschlaffung der Membran und somit nicht zur Pseudo- 
podienbildung. Allmahlich nimmt dann doch die Konzentration im Innern 
zu, die Tiere kugeln sich ab; der Rand bleibt aber glatt und der hyaline 
Saum verbreitert sich. 

Die Reaktion bei gleichzeitiger Wirkung von ATP und Salyr- 
gan ist komplex und schwer zu verstehen. Die Hauptreaktion scheint 
jedoch zu sein, daB die Kontraktionsfahigkeit der Membran allmahlich ab- 
nimmt. Der hier auftretende Siebeffekt laBt sich vielleicht dadurch erklaren, 
da SA und ATP verschieden schnell diffundieren. Das A TP 
tritt zuerst durch und verursacht eine Kontraktion: Sieb- 
effekt. Das darauf folgende SA hemmt die ATP-Spaltung und somit die 
Kontraktion: Das ATP wirkt nur noch als Weichmacher (Abheben der Mem- 
bran, Veriliissigung des Plasmagel). 

Von den zahlreichen Versuchs-Moéglichkeiten der Kombination von 
ATP und S A, auch in zeitlicher Folge, wurden in dieser Arbeit nur wenige 
ausgefiihrt. Wenn man jedoch bedenkt, da® alle Versuche mit lebenden 
Zellen, nicht mit Zellmodellen, ausgefiihrt wurden und anzunehmen ist, dal 
in den Tieren primar schon A TP vorhanden ist, so schien die Ausfiih- 
rung weiterer Versuche mit Kombinationen von ATP und SA iiber den 
Rahmen dieser Arbeit hinauszugehen. 


Ein Teil der vorliegenden Ergebnisse wird auch auf den hohen osmoti- 
schen Wert der verwandten Lésungen zuriickzufiihren sein. Kontrollversuche 
mit Glukose und Saccharose haben jedoch gezeigt, daf diese Reaktionen 
anders geartet sind. 

Kriszat (1952) konnte mit Vitalfarbungsversuchen zeigen, dafi das 
Eindringen gewisser Farbstoffe nach ATP-Behandlung erschwert ist. Es 
mute demnach auch erwartet werden, daf das ATP sich selbst den Weg 
versperrt, und daf nur mit hohen Anfangskonzentrationen geniigende 
Mengen ATP in das Innere der Amoeben gelangen. 

Eine Stiitze findet diese Hypothese in den Ergebnissen, die mit ATP an 
»Zellmodellen* erzielt wurden. Weber (1955), Hoffmann-Berling 
(1954): Mit Glyzerin ausgezogene Zellmodelle von Fibroblasten kontrahieren 
sich auf den Zusatz von ATP. Die Kontraktion kann durch Salyrgan und 
Oxarsan unterbunden werden. Sie unterbleibt auch, wenn die Zellmembran 
vorher durch Saponin zerstért wird. 


Soweit diese vielleicht zu stark vereinfachende Arbeitshy pothese. 
Um sie zu beweisen, miiBte erst noch 1. ATP in den Amoeben nachgewiesen 
werden; 2. die Spaltung von ATP in anorganisches Phosphat und ADP be- 
wiesen werden und 3. durch ATP zur Kontraktion zu bringende Proteine 
aus den Amoeben isoliert werden. 


Herrn Professor Dr. W. Kuh danke ich fiir die grofziigige Hilfe bei 


der Ausfiihrung dieser Arbeit, Frau G. K uh | fiir wertvolle Ratschlage bei 
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der Auswertung der Filmaufnahmen. Herrn Privatdozent Dr. L. Roka 
danke ich fiir manche Anregung und freundlichen Rat. 


Zusammenfassung 


An lebenden, vielkernigen Amoeben (Chaos chaos L.) wurde die Wirkung 
von Salyrgan, Cystein und ATP untersucht. 

1. Salyrgan hemmt die Kontraktion der Membran und férdert deren 
Erschlaffung sowie die Verfliissigung des Plasmagels. 

2. Die im Cytoplasma normaler Amoeben in nahezu gleichen Abstanden 
eingelagerten Kristalle verklumpen unter Salyrgan-Einfluf. 

3. Die Anzahl der leeren Vakuolen wird durch Salyrgan vermehrt. 

4. Die Wirkung von Salyrgan wird durch Cystein aufgehoben. 

5. Cystein férdert das Kontraktionsvermégen und die Tendenz zur 
Zusammenlagerung zu Strangen und Fasern. 

6. ATP zeigt eine doppelte Wirkung. Es bewirkt Kontraktion und zeigt 
den ,, Weichmacher-Effekt“. 

7. Welche Reaktion auf ATP eintritt, ist vom jeweiligen physiologischen 
Zustand der Amoeben abhiangig. 


Nach Beendigung dieser Arbeit erschien eine Verdéffentlichung von 
H. Hoffmann-Berling, in der er zeigen konnte, da es méglich ist, 
aus Sarkomzellen mit ATP kontrahierbare Proteine zu extrahieren und da 
diese ahnliche Eigenschaften aufweisen wie das Actomyosin des Muskels 
(Bioch. Biophys. Acta 19, 1956). 
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I Die Friihwirkungen von Réoéntgenstrahlen auf das 
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Mit 9 Textabbildungen 
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Einleitung und Fragestellung 


Die Kenninis der Wirkung von ionisierenden Strahlen auf Organismen 
ist heute von allgemeiner Bedeutung. Es ist hinreichend bekannt, daf die 
Einwirkung von Strahlen z. B. auf das Wachstum, die Entwicklung, die 
Fortpflanzung, das Altern und den Tod von Zellen einen starken Einfluf 
auszuiiben vermag. Je nach Dosis der verabreichten Strahlen kann man 
Wirkungen erreichen, die von einer nicht erfaBbaren Veranderung bis zum 
Zelltod reichen, wobei zu beriicksichtigen ist, daft allen morphologischen 
Veranderungen mit Sicherheit primar chemische bzw. physikochemische 
Veranderungen vorausgehen (Bacq und Alexander 1958), d. h. die 
eigentliche Strahlenwirkung, der Ionisierungseffekt bleibt unsichtbar, und 
nur die hierdurch ausgelésten Veranderungen der biologischen Struktur 
werden morphologisch deutlich. 

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen an bestrahlten Zellen und 
Geweben erstrecken sich bisher hauptsachlich auf die Strahlenwirkung an 
Kernstrukturen, vor allem an Chromosomen. Beim Cytoplasma konnte man 
infolge des geringen Auflésungsvermégens des Lichtmikroskops nur relativ 
grobe Veranderungen erfassen. Es erscheint deshalb nur selbstverstandlich. 





Abb. 1. .Normales*, unbestrahltes Cytoplasma mit ,,granuliar-fadiger* Grundstruk- 

tur. EPR Strukturelemente des endoplasmatischen Reticulums. M Mitochondrien, 

Tr Trichocysten. Praparationstechnik siehe Text, Fixationsgemisch pH 7,05, Elek- 
tronenoptisch 6500 :1; Endvergréferung 39.500 : 1. 
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wenn jetzt das Elektronenmikroskop mit seinem etwa 100fach besseren 
Auflésungsvermégen zur Analyse von cytoplasmatischen Feinstrukturver- 
ainderungen nach Strahleneinwirkung hinzugezogen wird. Man sollte er- 
warten, daf{ Strahleneinwirkungen hierdurch wesentlich friiher erfaft 
werden kénnen. Daneben interessiert natiirlich das Verhalten des Cyto- 
plasmas an sich. 

In der vorliegenden und in folgenden Arbeiten soll der zeitliche Ablauf 
von Strahlenwirkungen insofern einteilend beriicksichtigt werden, als Ef- 
fekte, die unmittelbar nach Bestrahlungsende analysiert 
werden kénnen, als Frihwirkungen bezeichnet werden, wogegen 
alle spateren Wirkungen (also bereits ab einer Stunde nach der Bestrahlung) 
als Sp*twirkungen beschrieben werden. Dies mag zunichst vielleicht 
als nicht berechtigt erscheinen, da z. B. bei der Strahlenpathologie des Men- 
schen wesentlich gréfere Zeitspannen bis zu auftretenden Symptomen ein- 
zusetzen sind. So spricht man nach Jiingling (1949) von einer Friih- 
reaktion, die nach ein bis drei Stunden einsetzt, von einer Hauptreaktion, 
die innerhalb 5—6 Wochen nach der Bestrahlung ablauft und einer Spat- 
reaktion 4—6 Wochen nach Sirahleneinwirkung. Es hat sich jedoch bei den 
vorliegenden Untersuchungen gezeigt, da der Ablauf der Strahleneinwir- 
kungen bei Paramecium im mikromorphologischen Bereich wesentlich 
schneller vor sich geht, so da bereits nach etwa 48 Stunden keine Verande- 
rungen mehr festgestellt werden kénnen. 

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde Paramecium als Objekt 
gewahlt, weil dieses gegeniiber anderen Zellen oder Geweben wesentliche 
Vorteile aufweist: So stellen Ciliaten (bei Verwendung eines Klones) ein 
genetisch einheitliches Material dar, sind leicht zu kultivieren und einer 
lichtmikroskopischen Kontrolle ohne besondere Praparation zuginglich. 
Auferdem ist bei Einzelzellen eine gegenseitige Beeinflussung bzw. Wechsel- 
wirkung, wie sie bei Zellen im Zellverband (Gewebe) stets auftritt, weit- 
gehend ausgeschlossen. Auch die Gréfenunterschiede bei bestrahlten Ge- 
weben bzw. Gewebsstiicken, die die Strahlenempfindlichkeit beeinflussen 
(Vollmar und Rajewsky, 1940), kénnen bei Paramecium vernach- 
lassigt werden. Die elektronenmikroskopische Praparation von Ciliaten 
bereitet ebenfalls keine Schwierigkeiten, da sie als Einzelzellen gut und 
gleichmaRig zu fixieren, zu kontrastieren, einzubetten und zu schneiden 
sind. Die cytoplasmatische Feinstruktur von Paramecium ist durch Unter- 
suchungen von Wohlfarth-Bottermann (1958a), Schneider 
(1959) u. a. gut bekannt. Im Cytoplasma von Paramecium finden sich im 
wesentlichen die gleichen Strukturelemente, die auch das Cytoplasma der 
Saugerzellen aufbauen. 


Abb. 2. Cytoplasma nach Einwirkung einer Réntgendosis von 80.000 r (= 20 min 

Bestrahlungsdauer). Auftreten von zahlreichen kleinen ..Réntgenblaschen* (Bl), die 

von einer deutlichen Membran umgeben sind und ieils elektronenoptisch leer erschei- 

nen, teils mit fadigen Strukturelementen gefiillt sind. 1 Mitochondrien, Tr Tricho- 

cysten. EPR Strukturelemente des endoplasmatischen Retikulums. Fixationsgemisch 
pH 7.05. E. O. 6500 : 1; E. V. 37.500 : 1. 
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Zweck dieser Untersuchungen sollte die Analyse von strahlenbedingten 
Feinstrukturveranderungen unmittelbar nach Réntgenbestrahlung (,,Friih- 
wirkung*) sein. Durch lichtmikroskopische Befunde an _ verschiedenem 
Zellmaterial ist bekannt, daf eine letale Dosis -— wie auch starke 
Warmezufiihrung (Miiller 1955) — eine .Koagulationsnekrose“ des 
Cytoplasmas auslést, die zum Tod der Zellen fiihrt. Auch das Auftreten 
von Vakuolen im Cytoplasma, das meist dieser Koagulationsnekrose voran-, 
bzw. parallelgeht und als .,tropfige Entmischung des Cytoplasmas* bezeich- 
net worden ist, ist lichtmikroskopisch eine bekannte Erscheinung der Zell- 
pathologie. Wohlfarth-Bottermann (1958b) hat diese letalen 
Strahlen- bzw. Warmewirkungen bereits zum Gegenstand einer elektronen- 
mikreskopischen Untersuchung an Paramecium gemacht. Diese Befunde 
sollen in der vorliegenden Arbeit und in darauffolgenden Mitteilungen er- 
ganzt und erweitert werden. 


Material und Technik 


Paramecien eines Klones (P. caudatum und P. aurelia, kultiviert in Strohdekokt 
bei Zimmertemperatur) wurden zur Bestrahlung in kleine Petrischalen (40 mm 
Durchmesser, Fliissigkeitshéhe 2—3 mm) eingebracht. Als Bestrahlungsquelle diente 
eine Réntgenapparatur .Miiller G150“ mit Spektral-Analysenréhre (Beryllium- 
fenster, Eigenfilterwert 1.6 mm Be) mit angesetzten 0.3 mm dickem Aluminium- 
filter’. Die Strahlenintensitaét (Bestrahlungsdosis) betrug in Objekthéhe 
4000 r/min bei 100 KV, 25 mA und einem Fokusabstand von 123 mm. Eine 
Versuchsreihe wurde ohne Filterung der R6éntgenstrahlen (gesamter Spektral- 
bereich) unternommen, wobei laut Fabrikangabe bei 100 KV. 20mA und 40mm 
Fokusabstand in Objekthéhe eine Intensitaét von ca. 1 Mill. r je min angenommen 
werden kann. Die Bestrahlung erfolgte bei Zimmertemperatur, eine Erwaérmung 
des Kulturmediums konnte nicht festgestellt werden (<4°C). Unmittelbar nach der 
Strahleneinwirkung wurden die Paramecien nach der von Wohlfarth-Botter- 
mann (1957 a) angegebenen Methode in einem Gemisch von 1% OsO, + 1% K,Cr,O,; 
(pH 7,0—7.15) fixiert und mit 0.5% Uranylacetat + 1% Phosphorwolframsaure (in 
70% Aceton) nachkontrastiert. Die Entwasserung erfolgte in steigenden Aceton- 
stufen mit nachfolgender Einbettung in Vestopal W (Ryterund Kellenberger 
1958). 

Zur Herstellung der Diinnschnitte dienten Ultramikrotome nach Porter u. Blum 
(Sorvall, Inc., Conn. USA), Fernandez-Moran (Leitz-Wetzlar) und Sjéstrand (LKB). 


1 Herr Prof. Dr. R. Danneel! stellie freundlicherweise die Réntgenapparatur 
des Zoologischen Instituts zur Verfiigung. 





Abb. 3. Cytoplasma nach Einwirkung einer Rénigendosis von 100.000 r (= 25 min 
Bestrahlungsdauer). Neben dem Auftreten der Réntgenblaschen (Bl) erscheint die 
Membrankomponente des endoplasmatischen Retikulums (EPR) vermehrt. Ver- 
einzelt werden Cytoplasmapartien von Membranen umgeben. Dieses ..abgekapselte* 
Cytoplasma (K) befindet sich offensichtlich in Degeneration und erscheint gegeniiber 
den umgebenden Plasmastrukturen wesentlich kontrastirmer. Die Lipoidtropfen 
(Li) zeigen deutliche Vakuolisierung. Die Mitochondrien sehen, soweit sie sich nicht 
in den .abgekapselten* Cytoplasmapartien befinden, .normal* aus. Tr Trichocysten, 
V Vakuole. Fixationsgemisch pH 7.07. E. O. 6900 : 1; E. V. 38.000 : 1. 
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Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten in einem Siemens-Elek- 
tronenmikroskop (Typ UM 100d) bei 60 KV und einer Aperturblende von 30 u. 
Als photographisches Negativmaterial wurde Agfa-Agepe-Planfilm 6,5 X 9 cm ver- 
wendet. 


Ergebnisse 


1. Frihwirkungen nach vertraglichen Réntgendosen 


Paramecium aurelia vermag unter den obengenannten Versuchsbedin- 
gungen eine Dosis bis zu 100.000 r zu iiberleben. Diese Dosis laft sich bis 
auf etwa 160.000 r steigern, wobei allerdings dann nur noch etwa 73% der 
Tiere am Leben bleiben. Héhere Dosen wirken fiir alle Paramecien einer 
Kultur letal, wobei nur die Uberlebensdauer mit steigender Dosis ab- 
nimmt. AuRerdem spielt der physiologische Zustand der Tiere eine gewisse 
Rolle. Deshalb wurden fiir alle Versuche nur Paramecien aus ,,ungeklarien 
Kulturen“, d. h. aus Kulturen, die noch eine reichliche Menge Bakterien als 
Futter enthielten, entnommen, wodurch in etwa ein gleichmafig guter Er- 
nahrungszustand garantiert werden konnte. 


a) Dosis 80.000 r, Bestrahlungsdauer 20 min 

Nach Einwirkung einer Réntgendosis von 80.000 r kann man gegeniiber 
dem unbestrahlten Cytoplasma der Kontrollzellen (Abb. 1) bereits Wir- 
kungen feststellen. Es treten dabei bis zu 0,5 « grofe Blaschen (Abb. 2, Bl) 
auf, die von einer Membran umgeben und teils elektronenoptisch leer er- 
scheinen, teils mit fadigen Sirukturelementen mehr oder weniger gefiillt 
sind. Diese ,,Rénigenblaschen“ liegen regellos im Cytoplasma verstreut, 
kénnen aber auch, vor allem in der Nahe des Cytopharynx, in gréferen 
Ansammlungen beieinanderliegen. An den Mitochondrien kénnen in diesem 
Friihstadium und bei dieser Dosis noch keine morphologischen Verande- 
rungen festgestellt werden. 


b) Dosis 100.000 r, Bestrahlungsdauer 25 min 

Nach Applikation einer Rénigendosis von 100.000 r lassen sich die oben 
beschriebenen .,Réntgenblaschen“ ebenfalls im Cytoplasma feststellen 
(Abb. 3). Wiederum liegen die Blaschen (Bl), abgesehen von lokalen An- 
haufungen, regellos im Cytoplasma verstreut. Daneben liegt méglicher- 
weise aber bereits eine verstarkte Wirkung auf die membranésen Struktur- 





Abb. 4a: Cytoplasma nach Einwirkung einer Réntgendosis von 150.000 r (= 37% min 
Bestrahlungsdauer). AuBer den zahlreich vorkommenden .,Réntgenbliaschen“ treten 
vermehrt gréfere Vakuolen (V) auf. Auch die von Membranen umgebenen Cyto- 
plasmabereiche (K) finden sich hiaufiger: auch im fortgeschrittenen Degenerations- 
stadium (Degenerationsvakuole DV) mit aufgelésten Mitochondrien. M Mitochon- 
drien, Tr Trichocysten. Fixationsgemisch pH 6,98. E.O. 6900:1; E. V. 33.000: 1. 


Abb. 4b: Mitochondrien (M) nach Einwirkung von 160.000 r (= 40 min Bestrahlungs- 

dauer). Diese sind leicht angeschwollen, wodurch die an der inneren Mitochondrien- 

membran inserierenden Tubuli randstandig angeordnet sind und das Lumen der 

Mitochondrien .leer* erscheint. Fixationsgemisch pH 7.05. E. O. 6500:1; E. V. 
22.600 : 1. 
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elemente des endoplasmatischen Retikulums (EPR) vor. Diese erscheinen 
vermehrt. Weiterhin lat sich eine Vakuolisierung der Lipoidtropfen (Li) 
feststellen. Die Vakuolen in den Lipoidtropfen erscheinen bei der ange- 
wandten Praparationsmethode elektronenoptisch leer. Die Mehrzahl der 
Mitochondrien (M) zeigen (wie nach Einwirkung von 80.000r) keine Ver- 
anderungen. Vereinzelt kénnen aber bereits Cytoplasmapartien und Mito- 
chondrien angetroffen werden, die sich offenbar in einem Auflésungs- oder 
Degenerationsstadium befinden. Diese Mitochondrien-Degeneration hat 
nichts mit einer normalen ,,Mitochondrien-Entleerung“ zu tun, wie sie bei- 
spielsweise von Wohlfarth-Bottermann (1957 b) bei Paramecium 
und Weissenfels (1958) an embryonalen Zellen beschrieben wurden. 
Die Mitochondrien-Degeneration ist charakteristisch fiir eine Réntgen-Spat- 
wirkung (Schneider 1961 a). Diese Degenerationen werden durch eine 
.Einkapselung“, d. h. durch eine membranése Umhiillung der betreffenden 
Cytoplasmapartien (K), eingeleitet. Darauf soll im folgenden naher ein- 
gegangen werden. 


c) Dosis 150.000r und 160.000r, Bestrahlungsdauer 37% min bzmw. 40min 

Die Dosen von 150.000r und 160.000 r stellen (bei der oben beschrie- 
benen Versuchsanordnung) die maximal vertraglichen Réntgendosen 
fiir Paramecium dar. Nach Bestrahlung mit derartig hohen Dosen findet 
man die oben angefiihrten Verainderungen in verstarkter Auspragung 
(Abb. 4a, 4b). Neben den .,.Réntgenbliaschen“ (Bl) tritt vor allem haufiger 
eine Membranbildung um kleinere oder gréfere Plasmabezirke (K) und 
um Mitochondrien auf, die spater (,,Spatwirkung*, siche Schneider 
1961 a) in dadurch entstehenden Vakuolen degenerieren und aufgelést wer- 
den. Auch bereits degenerierte Mitochondrien in Degenerationsvakuolen 
(DV) werden haufiger angetroffen. Nach Einwirkung der maximal ver- 
traglichen Dosis von 160.000 r erscheinen die Mitochondrien (Abb. 4b, M) 
auBerdem leicht angeschwollen, wodurch deren Innenraum heller und mit 
weniger Tubuli angefiillt erscheint (Abb. 4b). Teilweise sind die Tubuli 
nur noch randstandig zu finden, wahrend das ganze iibrige Lumen .Jleer* 
erscheint. 


2. Die Friihwirkung nach letalen Dosen 


Die LD 50 ist bei Paramecium im Vergleich zu anderen Zellen sehr hoch: 
Sie liegt zwischen 200.000 r und 600.000 r (vgl. Wichterman 1953). Bei 
Bestrahlungen mit einer letalen Dosis (P. aurelia etwa ab 200.000 r) gehen 
die Tiere nach langstens vier Tagen zugrunde. Die Uberlebensdauer ist bei 
der besprochenen Versuchsanordnung nur abhangig von der Strahlendosis. 





Abb. 5a: Im .normalen“, unbestrahlten Cytoplasma vorkommende .,geordnete“ 
Membrankomplexe (MK) (Schneider 1959 a). Li Lipoidtropfen, M Mitochondrien. 
Fixationsgemisch pH 7,08. E.O. 6800:1; E. V. 21.000: 1. 

Abb. 5 b. Membrankomplexe (MK) nach Einwirkung einer letalen Réntgendosis von 
200.000 r (= 50 min Bestrahlungsdauer). Es kann keine ,Ordnung* mehr festgestellt 
werden. M Mitochondrien. Fixationsgemisch pH 7.1. E.O. 6800:1; E. V. 23.900: 1. 
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Nach Applikation einer Dosis von 500.000 r (P. aurelia) bzw. 240.000 r (P. 
caudatum) tritt bereits am Ende der Bestrahlungszeit (100 min bzw. 60 min) 
ein Lihmungsstadium ein, dem der Strahlentod innerhalb kurzer Frist 
folgt. Bei etwa der Halfte dieser Dosis (250.000 r bzw. 120.000 r) kann man 
lichtmikroskopisch eine deutliche Aktivitatssteigerung (Aktivitatsstadium 
nachh Wohlfarth-Bottermann, 1958b), die sich in einer schnelleren, 
aber unregelmafigeren Fortbewegung dufert, feststellen. Bei steigender 
Dosis werden die Schwimmbewegungen immer abnormer, so daf sich die 
Tiere vor Eintritt der Strahlenlahmung schlieflich nur noch taumelnd um 
sich selbst herumdrehen, bis sie bei Eintritt der Lahmung auf den Boden 
absinken. Die elektronenmikroskopischen Befunde dazu werden im folgen- 
den beschrieben. 


a) Dosis 120.000r (P. caudatum) und 200.000 r (P. aurelia), Bestrahlungs- 
dauer 30 min bzro. 50 min 


Das mit dieser Dosis bestrahlte Cytoplasma (Abb. 6) zeigt wiederum 
einen starken Anteil an Réntgenblaschen (Bl) und kleinen Vakuolen. Die 
Membrankomponente des endoplasmatischen Retikulums (EPR) ist eben- 
falls stark vermehrt. Dagegen kénnen keine ,geordneten Membrankom- 
plexe“, die bei dieser Versuchsserie im normalen, unbestrahlten Cyto- 
plasma zu finden waren (Abb. 5a, MK) angetroffen werden, so daf die 
Vermutung naheliegt, da diese durch die Bestrahlung zerstért worden 
sind (Abb. 3b, MK). Die Mitochondrien (Abb. 6, M) weisen eine kontrast- 
reiche Hiillmembran auf, wahrend die Tubuli-Membranen wesentlich 
schwiacher kontrastiert sind. Normalerweise ist der elektronenoptische Kon- 
trast bei der angewandten Praparationsmethode bei diesen Strukturen 
gleich stark. Als auffallendste Veranderung an den Mitochondrien tritt 
peripher eine partielle Vakuolisierung auf (Abb. 6a—d). Einige elektro- 
nenmikroskopische Bilder (Abb. 6 b, rechts, 6c unteres Mitochondrium oben 
rechts) deuten darauf hin, daf die Vakuolen, die elektronenoptisch leer 
erscheinen, zwischen der auferen und inneren Mitochondrienmembran 
liegen, wodurch die innere Membran — abgesehen von einer mehr oder 
weniger starken ,Ausbuchtung* des Mitcchondriums — an diesen Stellen 
ins Innere des Mitochondriums hineingewoélbt wird. Das in Abb. 6d abge- 
bildete Mitochondrium !aRt jedoch auch auf eine periphere Aufblahung der 
Tubuli mitochondriales schlieen. 


Abb. 6a. Cytoplasma nach Einwirkung einer letalen Réntgendosis von 200.000 r 
(= 50 min Bestrahlungsdauer). Die Réntgenblischen (Bl) und die Membrankompo- 
nente des Endoplasmatischen Retikulums (EPR) sind stark vermehrt. Neben einer 
geringen Mitochondrienschwellung tritt bei einigen Mitochondrien eine periphere 
Vakuolisierung (4) auf (s. a. Abb. 6b—d). M Mitochondrien. Fixationsgemisch 
pH 7,08. E.O. 6800:1; E. V. 25.200: 1. 
Abb. 6 b—d. Mitochondrien mit peripherer Vakuolisierung nach Einwirkung von 
200.000 r (= 50 min Bestrahlungsdauer). Die Mitochondrien zeigen auBerdem eine 
geringe Schwellung. Bl R6éntgenblaschen; Fixationsgemisch pH 7,08. b) E.O. 
13.700 : 1; E. V. 44.000: 1. c) und d) E.O. 13.700: 1; E. V. 42.500 : 1. 
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b) Dosis 259.000 r (P. caudatum) Bestrahlungsdauer 62% min 


Nach dieser letalen Dosis, die bei Bestrahlungsende bereits eine Strahlen- 
lahmung bewirkt (wobei das Hinterende der Paramecien oftmals birnen- 
formig anschwillt), sind die auffallendsten cytoplasmatischen Verande- 
rungen eine extreme Strukturdichte des Cytoplasmas und das Auftreten 
von groBen Vakuolen (Abb. 7, V). Dabei lassen sich die im normalen Cyto- 
plasma gut erkennbaren, distinkten cytoplasmatischen Strukturelemente 
infolge ihrer dichten Zusammenlagerung nur noch schwer erkennen. Ver- 
stirkt wird dieser Effekt durch eine Verringerung des elektronenoptischen 
Kontrastes. Offenbar ist die Aufnahme von Kontrastmitiel (Schwermetall- 
salze) durch die Strahleneinwirkung beeinirachtigt. Neben den auffallenden 
grofen Vakuolen (V) finden sich ebenfalls noch zahlreiche .,R6ntgenblas- 
chen“ (Bl). Einige Aufnahmen deuten darauf hin, daf aus letzteren durch 
ZusammenflieBen bzw. Verschmelzen die grofen Vakuolen entstehen (Abb. 
7, linke obere Vakuole). Die Mitochondrien (M) zeigen eine deutliche An- 
schwellung mit aufgelockerter Innenstruktur (Matrix). 


c) Kurzzeitige Einwirkung extrem hoher Rontgendosen (1 Mill. r/min, un- 
sefiltert) 

Die Untersuchung von kurzzeitig einwirkenden, hohen Réntgendosen 
sollte iiber die Enitstehung und die Entstehungszeit der strahlenbedingten 
cytoplasmatischen Feinstrukturveranderungen, vor allem der .,Réntgen- 
blaschen* und der gréferen Vakuolen naheren AufschluB geben. Lich t- 
mikroskopisch zeigte sich direkt nach der Bestrahlung mit 1 Mill. r= 
imin Bestrahlungsdauer bei 30% der Tiere eine normale, bei 50% eine 
erhéhte und bei 20% eine erniedrigte Aktivitat. Nach etwa 2 Mill. r= 2 min 
Bestrahlungsdauer bei 10% eine normale, bei 60% eine erhéhte und bei 
40% eine erniedrigte Aktivitat und nach ungefahr 4 Mill. r bei 20% eine 
erhéhte Aktivitat und bei 80% eine Strahlenlahmung. Ele ktronen- 
mikroskopisch konnte die Bildung von Blaschen (Bl) und Vakuolen 
(V) bereits nach 1 Mill. r, also nach einer Minute festgestellt werden 
(Abb. 9). Nach 2 Mill. r erscheint die Membrankomponente des Cytoplas- 
mas vermehrt und die Mitochondrien lassen eine geringe Schwellung er- 
kennen. Nach ~ 4 Mill. r (also 4min Bestrahlungszeit) sind Réntgenblaschen 
und Vakuolen (Abb. 8, V) fertig ausgebildet, d. h. sie besitzen eine feste 
Hiillmembran. Im Cytoplasma sind Membranstrukturen des endoplasmati- 
schen Retikulums (EPR) in grofer Zahl vorhanden. Das Cytoplasma zeigt 
aber noch nicht die fiir das Lahmungsstadium charakteristische Struktur- 
dichte. obwohl wie oben beschrieben auch hier bereits bei 80% der Tiere 





Abb. 7. Cytoplasma nach Einwirkung einer letalen Réntgendosis von 250.000 r 

(= 62% min Bestrahlungsdauer) im Stadium der Strahlenlahmung. Das Cytoplasma 

zeigt eine auffallende Strukturdichte (Koagulationsnekrose), unterbrochen von auf- 

fallend grofen Vakuolen V (Entmischung), die anscheinend teils aus Fusion 

mehrerer kleiner Blaschen (BI, links oben) entstanden sind. Die Mitochondrien (M) 

sind angeschwollen. Li Lipoidtropfen. Tr Trichocysien, Bl Réntgenblaschen. Fixa- 
tionsgemisch pH 7,08. E.O. 6800:1; E. V. 28.500: 1. 
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eine Strahlenlahmung vorliegt. Anscheinend ist diese aber infolge der 
kurzen Versuchsdauer noch nicht so ausgepragt. Die Mitochondrien sind 
deutlich angeschwollen. Ihr Lumen erscheint aufgelockert. Die Bildung 
der Membranen der .,.R6ntgenblaschen“ (Bl) und Vakuolen (V) aus .granu- 
lar-fadigen* Strukturelementen (Schneider 1959b), der Grundsubstanz 
des Cytoplasmas, lat sich leicht verfolgen. Zunachst treten im Cytoplasma 
membranlose Vakuolen auf (Abb. 9a, 1), deren Lumen elektronenoptisch 
leer erscheint. Im Stadium der Membranbildung (Abb. 9b) liegen die 
.granular-fadigen*. Elemente des Grundcytoplasmas beidseitig der ent- 
stehenden Membran an. Dabei kann man Zonen von in Bildung begriffener 
(2) und weitgehend fertig ausgebildeter (3) Membranen an der gleichen 
Vakuole finden. Die in Bildung begriffene Membran erscheint dabei kon- 
trastarm (2), waihrend die weitgehend fertige Membran wesentlich starker 
kontrastiert ist (3). Letztere unterscheidet sich von den Membranen der 
fertigen Blaschen und Vakuolen (4) nur dadurch, daft noch granuliar-fadige 
Elemente beidseitig an der Membran anliegen kénnen, wahrend sie im aus- 
gebildeten Stadium immer fehlen. In dem Entstehungsstadium treten teil- 
weise im Lumen der Vakuole (Abb. 9 b) bzw. des Blaschens Strukturen auf, 
die den granular-fadigen Elementen des Grundcytoplasmas gleichen, und 
die dann in den fertig ausgebildeten Réntgenblaschen oder -vakuolen an- 
scheinend den fadigen Strukturen entsprechen. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die vorliegenden Versuche haben gezeigt, da das Cytoplasma aufer- 


ordentlich schnell mit Feinstrukturveranderungen auf Strahleneinwirkun- 
gen reagieren kann und daft das Elektronenmikroskop in der Lage ist, 
diese mikromorphologischen Veranderungen in ihren friihesten Pha- 
sen zu erfassen (siehe auch Wohlfarth-Bottermann 1958b). 

Daf das Cytoplasma auf Réntgenbestrahlung iiberhaupt mit der 
Bildung von Bliaschen und Vakuolen reagiert, ist bereits von zahlreichen 
Autoren lichtmikroskopisch an verschiedenen Zellen und Geweben beschrie- 
ben worden. Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen ergibt sich 
zunachst als neuer Befund, daft diese Blaschen bereits bei einer Réntgen- 
dosis von 50.000 r auftreten, die nuretwaein Drittel einer noch 
vertraglichen Dosis (bei P. aurelia ca. 150.000 r) betragt. Bisher 
war auch iiber die Entstehung und die Entstehungszeit der cytoplasmati- 
schen Blaschen nichts bekannt. Nach Miiller (1955) liegt bei der Abson- 
derung von Fliissigkeit aus dem Cytoplasma (Entmischung). die zur 
Vakuolenbildung fiihrt, eine aktive, vitale Leistung vor, die reversibel ist. 
Miihlethaler (1958) beschreibt die Entstehung des Vakuolensystems 
Abb. 8. Cytoplasma nach kurzzeitiger Einwirkung einer extrem hohen Réntgen- 
dosis von ~ 4 Mill. r (= 4 min Bestrahlungsdauer, Erlauterung s. Text). Im Cyto- 
plasma ist die Membrankomponente des endoplasmatischen Reticulums (EPR), stark 
vermehrt. Es haben sich bereits Vakuolen (V) ausgebildet. Die Mitochondrien (M) 
sind angeschwollen. Tr Trichocysten; Fixationsgemisch pH 7,05. E.O. 6800: 1; E. V. 

32.500 : 1. 
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hei Pflanzenzellen als Entmischung des Cytoplasmas, wobei die Eiweift- 
makromolekiile das zwischen ihnen liegende ,,Quellwasser“ nicht mehr zu 
binden vermégen, so daft dieses in Trépfchen zusammenflieRt und kleine 
Vakuolen bildet. Uber die eigentliche Membranentstehung konnien dabei 
aber keine Aussagen erzielt werden. 

Die vorliegenden Befunde zeigen nun, daft die als cytoplasmatische 
Grundeinheiten bekannten, ,,granular-fadigen* Strukturelemente den Auf- 
bau dieser Membranen bewerkstelligen. Diese Erkenntnis ist von Bedeu- 
tung fiir die Méglichkeiten der Membranmorphogenese und der damit ver- 
bundenen chemisch-physiologischen Vorgiange in der Zelle. In diesem Zu- 
sammenhang ist es von Interesse, daf der umgekehrte Vorgang, namlich 
die Auflésung von Membranen in ,granular-fadige* Elemente ebenfalls 
méglich und bekannt ist. So konnte ich (Schneider 1959 b, 1960 u. 1961 b) 
bei der Konjugation von Paramecium eine Auflésung der Zellmembran 
(innerhalb der Kontakizone der Konjuganten) in Strukturelemente be- 
obachten, die den im normalen Cytoplasma vorkommenden granuliar- 
fadigen Elementen mikromorphologisch vollig gleichen. 

Bisher war eine Entstehung von Membranen und deren Zerfall stets im 
Zusammenhang mit dem Auftreten von kleinen, vesikularen Elementen 
beschrieben worden, so z. B. von Hodge, McLean und Mercer (1956) 
bei der Entstehung von Doppelmembranen im Cytoplasma und in den 
Chloroplasten durch Fusion von vesicularen Elementen. Nach Porter und 
Caulfield (1958) wird auch die Zellmembran in der Zellplatte (Phragmo- 
plast) sich teilender Zellen von Allium cepa L. durch Verschmelzen kleiner 
Vesikel gebildet. Den Zerfall und die Neubildung von Doppelmembranen 
in bzw. aus vesikularen Strukturelementen beschrieb Moses (1958) bei der 
Kernmembran der Spermatocyten von Cambarus darkii. 

Nach Wendt (1960) befinden sich in den gebildeten Réntgenvakuolen 
weder Spaltprodukte (Peroxyde o. 4.) oder andere, durch die Bestrahlung 
entstandene chemische Stoffe. So hat dieser Autor mit den verschiedensten 
Reagenzien kein H,O, oder andere Peroxyde, Peroxydasen, Eiweife, Phe- 
nole, Neutralfette oder Esterphosphatide in den R6ntgenvakuolen bestrahl- 
ter Hiihnerherzfibroblasten nachweisen kénnen. Wendt vermutet deshalb. 
da es sich um ein wiasseriges Medium handelt. 


Eine verstirkte Wasseraufnahme bestrahlter Zellen ist bekannt. Obwohl 


Abb. 9a—c. Die Bildung von ,R6éntgenvakuolen* nach kurzzeitiger Einwirkung 
({min Bestrahligsdauer) einer extrem hohen Réntgendosis von ~1 Mill. r. V 
Vakuole im ersten Bildungsstadium (Abb. 9 a), noch ohne deutliche Membran. Es 
kann nur ein Zusammenlagern von ,,granulir-fadigen* Elementen beobachtet wer- 
den. Im 2. Bildungsstadium_ (Abb. 9b) Anfange einer Membranbildung (2) aus den 
.granular-fadigen* Strukturelementen des Grundcytoplasmas. Beim 3. Bildungs- 
stadium (3) ist bereits eine feste Membran gebildet. die ,.granular-fadigen* Elemente 
liegen der Membran beidseitig an, was im fertig ausgebildeten Stadium (4) nicht 
mehr der Fall ist. V Vakuole, Bl Réntgenblaischen, M Mitochondrien, Tr Tricho- 
cysten. Fixationsgemisch pH 7.05. a) E.O. 6800:1 E. V. 51.000: 1, b) E.O. 6800 : 1; 
E. V. 21.800:1, c) E.O. 6800:1; E. V. 44.200: 1. 








548 L. Schneider 


eine strukturelle Veranderung der Pellicula von Paramecium durch Rént- 
genstrahlen nicht nachgewiesen werden kann, muf doch eine Anderung 
ihrer Permeabilitit in Betracht gezogen bzw. angenommen werden. Nach 
Fritz-Niggli (1959) wurde sie bei Protozoen wahrend und nach der 
Bestrahlung becbachtet. Zahlreiche Untersuchungen an Siauger- und Pflan- 
zenzellen sprechen ebenfalls eindeutig fiir eine Permeabilitatsanderung 
(lonenverschiebungen) der Zellmembran. Moreczek (1955) untersuchte 
bestrahlte Erythrocyten und fand einen Ausgleich des hohen Konzentra- 
tionsgefalles von K+- und Nat-Ionen beiderseits der Erythrocytenmembran 
nach Strahleneinwirkung. War die Zellmembran vor der Bestrahlung fast 
undurchlassig fiir Kationen, dagegen durchlassig fiir Anionen, so wird sie 
nach der Bestrahlung auch durchlassig fiir Kationen. Dabei wachst der Aus- 
tausch von K+ gegen Na+ im linearen Verhaltnis mit steigender Dosis, d. h. 
durch die Bestrahlung wird die osmotische Resistenz der Membranen herab- 
gesetzt. Nach Bloom (1948) ist das Anschwellen von bestrahlten Zellen ein- 
fach die Folge eines erhéhten Wasserdurchtritts durch die Membranen. Das 
Auftreten von Blaschen und Vakuolen in bestrahlten Zellen mu also auch 
unter diesem Aspekt (vermehrte Wasseraufnahme) in Betracht gezogen wer- 
den. Neben der erhéhten Permeabilitat fiir Wasser liegt nach Bie b1 (1940) 
u. a. auch eine erhéhte Permeabilitat fiir Elektrolyte und Nichtelektrolyte 
infolge eines Auswanderns von Kalzium aus den Plasmagrenzschichten in 
das Innere der Zelle vor. Darauf soll aber im Rahmen dieser Arbeit nicht 
niher eingegangen werden. 

Inwieweit die Vakuolisierung des Cytoplasmas bei Bestrahlung bis zum 
deutlichen Aktivitatsstadium (Wichterman 1953: Wichterman u. 
Figge 1954; Wohlfarth-Bottermann 1958b: Schneider 1958) 
direkten Anteil an der erhéhten Beweglichkeit der Zellen hat, 1aBt sich nicht 
mit Sicherheit nachweisen. Allerdings ist durch vergleichende Untersuchun- 
gen von Wohlfarth-Bottermann und Schneider (1958) iiber 
eine Sol = Gel-Transformation des Cyitoplasmas bei der Sporenkeimung 
von Didymium nigripes und Wohlfarth-Bottermann (1958¢, 
1959a und 1960) an Didymium, Amében, Paramecien, Actinophrys 
und Hihnerherzmyoblasten bekannt, daf der Grad der Vakuoli- 
sierung mit absinkender Viskositat steigt, so daft eine Beziehung zwischen 
Vakuolisierung (bei dem deutlichen Aktivitatsstadium finden sich die 
Réntgenblaschen am zahlreichsten) und Beweglichkeit durchaus méglich er- 
scheint. 

Im Falle der Strahlenlahmung hat die Entmischung ihr héchstes Stadium 
erreicht. Das Cytoplasma koaguliert irreversibel (Koagulationsnekrose). 
wobei sich die nichtgebundene Fliissigkeit, die zunachst in Blaschen ,,tropfen- 
férmig* abgeschieden wird (Entmischung) schlieflich durch Fusion der 
Blaschen in den grofen Vakuolen ansammelt. Lichtmikrcskopisch ist dieser 
Zustand als ,tropfige Entmischung des Cytoplasmas“ oder .,triibe Schwel- 
lung“ bezeichnet worden. Eine letale Warmeeinwirkung (Wohl farth- 
Bottermann 1958b) erzeugt den gleichen Effekt. Es handelt sich hier 
also zweifellos nicht um eine spezifische Strahlenwirkung. Das Entschei- 
dende bei der irreversiblen Koagulation des Cytoplasmas scheint die voll- 
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kommene und nicht riickgaingig zu machende Entmischung der ,festen und 
fliissigen Phase“ des Cytoplasmas zu sein. Bei einer reversiblen Cytoplasma- 
verdichtung, wie sie z. B. die reife Spore (Didymium nigripes) oder das 
Prophasestadium bei Hiihnerherzmyoblasten (vgl. Wohlfarth-Botter- 
mann 1958 c, 1959a und 1960) darstellt, zeigt sich mikromorphologisch das 
gleiche Verhalten der cytoplasmatischen Feinstrukturen, namlich eine ex- 
treme Strukturdichte, jedoch keine irreversible Entmischung der festen und 
fliissigen Phase (keine ,,tropfige Entmischung*). Ist eine solche, wie bei der 
Sirahlenlahmung eingetreten, ist anscheinend das Cytoplasma nicht mehr 
imstande, eine Reorganisation vorzunehmen. 

Neben der oben zitierten Strahlenwirkung auf die Permeabilitat von 
Membranen scheint — wie die vorliegenden Befunde verdeutlichen — eine 
Fragmentationswirkung zu bestehen, wobei ,.geordnete* Membrankomplexe 
zerschlagen werden kénnen. Fogg und Warren (1937) fanden an Zellen 
des Walker-Carcinoms 256 der Ratte (lichtmikroskopisch) bei einer 
Dosis von 1600r nach 18 Stunden ein zerrissenes (fragmentiertes) ,,Golgi- 
Netz*, das in einem spateren Stadium vdllig in einzelne Bruchstiicke zerfiel 
und erst nach 24 Stunden wieder zu regenerieren begann. Durch elektronen- 
mikroskopische Untersuchungen ist bekannt, da der Golgi-Apparat aus 
aneinandergelagerten Doppelmembranstrukturen (Schichtpaketen) besteht, 
so daff auch hier eine fragmentative Réntgenwirkung an den Membranen 
vorliegen kénnte. Hampton und Quastler (1958) fanden an Paneth- 
schen Zellen des Mausedarmes bereits 12 min nach Bestrahlung mit 3000 rad 
ZerreiRungen des Endoplasmatischen Retikulums (Membrankomplexe), das 
in iiberlebenden Zellen nach 24 Stunden wieder zu regenerieren vermochte. 


Von grofer Bedeutung scheint auch nach den elektronenmikroskopischen 
Befunden die Wirkung der Strahlen auf die Mitochondrien zu sein. Denn 
selbst, wo bei niedrigen, vertraglichen Dosen keine Friihwirkung an den 
Mitochondrien festzustellen ist, zeigt sich diese doch in spateren Stadien 
(Schneider 1961 a) sehr deutlich. Als Friihwirkung bei héheren Dosen 
(etwa ab 100.000 r vereinzelt, bei 150.000 r verstarkt) kann man 1. eine Mito- 
chondrien-Schwellung, 2. eine randstandige Mitochondrien-Vakuolisierung, 
3. eine Umhiillung von Mitochondrien mit mehreren, osmiophilen Membra- 
nen und 4. Friihstadien einer Mitochondrien-Degeneration beobachten. Die 
unter 3 und 4 beschriebenen Wirkungen sollen ausfiihrlich in einer folgenden 
Studie iiber die Spitwirkungen (“Schneider 1961 a) diskutiert werden. 
Die Schwellung der Mitochondrien, die abhangig von der Dosis in verschie- 
den starkem Mafe auftreten kann, aber nicht die starken Ausmafe an- 
nimmt, wie sie fiir eine ,,triibe Schwellung“ charakteristisch sind, hat neben 
der Gréfenzunahme der Mitochondrien eine Aufhellung des Lumens 
(Matrix) zur Folge. Die Tubuli sind dann meistens nur randstandig ange- 
ordnet, aber nicht verringert. In den geschwollenen Mitochondrien liegt nach 
Raaflaub (1953) eine geringere Leistung einiger Enzyme des Zitronen- 
sdurezyklus vor. Daraus kénnte man schliefen, da es sich hierbei um eine 
funktionelle Transformation nach Altmann (1955) handelt, 
die Stérungen in der Fermentaktivitat zur Ursache hat. Aber auch eine 
hypotone Transformation (Altmann 1955) kann in Betracht 
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gezogen werden, wenn man die Mitochondrienschwellung mit einer Permea- 
bilitatsinderung ihrer Hiillmembranen erklart, die eine verstarkte Wasser- 
durchlassigkeit der Membranen zur Folge hat, (wie das oben bereits am Bei- 
spiel der Zellmembran diskutiert wurde), zumal nach Alt mann die Mito- 
chondrien alle anderen Plasmastrukturen an Quellvermégen und Quell- 
neigung iibertreffen“ (vgl. auch Manuelidis 1958). Hypotone Transfor- 
mationen lassen sich bekanntlich durch Einwirkung von hypotonischen 
Medien bewirken. Fiir die hypotonen Mitochondrien-Transformationen 
kénnie die periphere Vakuolisierung der Mitochondrien sprechen, wobei 
sich die Vakuolen anscheinend teilweise zwischen den beiden Lamellen der 
Mitochondrienmembran befinden. Eine derartige Vakuolisierung hat u. a. 
auch Glauser (1956) an Mitochcndrien und an Kernen beobachtet. Eine 
lokale Aufblahung von Tubuli mitochondriales auf die Abb. 6d hindeutet. 
ist meines Wissens noch nicht beschrieben worden. 

Weitere Aufschliisse iiber die Wirkung von Réntgenstrahlen auf das 
Cytoplasma kénnen von Untersuchungen erwartet werden, die die ..Spat- 
wirkungen“ erfassen. Uber diese Untersuchungen soll in einer weiteren Mit- 
teilung (Schneider 1961 a) berichtet werden. 


Die Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit wurde durch eine Sachbeihilfe 
des Bundesminisieriums fiir Atomkernenergie und Wasserwirischaft und 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft erméglicht. Dem Leiter des Zentral- 
laboratoriums fiir angewandte Ubermikroskopie der Universitat Bonn, 
Herrn Dozent Dr. K. E. Wohlfarth-Bottermann danke ich fiir 
wertvolle Hinweise und Unterstiitzung. Fraulein U. Baas bin ich fiir tech- 
nische Assistenz zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Paramecium wurde einer Bestrahlung mit verschiedenen vertraglichen 
und letalen Dosen von Réntgenstrahlen ausgesetzt und unmittelbar nach 
Bestrahlungsende fixiert. 

Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungsmethoden konnten 
folgende ..Friihwirkungen* im Cytoplasma analysiert werden: Das Auf- 
treten zahlreicher kleiner und gréferer Blaschen und Vakuolen, eine Ver- 
mehrung der Membrankomponente des endoplasmatischen Retikulums, 
eine Umhiillung (Abkapselung) von Cytoplasmabezirken und Mitochondrien 
durch Membranen, eine meist nur geringe Schwellung der Mitochondrien 
und teilweise eine periphere Vakuolisierung dieser Zellorganelle. Diese Wir- 
kungen und Veranderungen im Cytoplasma treten nach Bestrahlung mit 
extrem hohen Réntgendosen bereits nach 1 bis 2 min auf. Dabei konnte auch 
die Membranentstehung der durch Rénigeneinwirkung gebildeten Vakuolen 
und Blaschen aus .granular-fadigen* Strukturelementen des Grundcyto- 
plasmas verfolgt werden. 

Die elektronenmikroskopische Untersuchung erméglicht auferordentlich 
friihzeitig den Nachweis von eindeutigen Strahlenwirkungen im Cytoplasma 
bei Strahlendosen, die weit unter der Vertraglichkeitsgrenze liegen. 
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Elektronenmikroskopische Untersuchungen iiber die 
Wirkung von Strahlen auf das Cytoplasma 


Il. Die Spatwirkung von Réntgenstrahlen auf das 
Cytoplasma von Paramecium 
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Institut der Universitat Bonn 


Mit 8 Textabbildungen 


(Eingegangen am 20, August 1960) 


Einleitung und Fragestellung 


In einer vorhergegangenen Arbeit (Schneider 1961 a) ist iiber die 
Friihwirkung von Réntgenstrahlen auf die cytoplasmatischen Feinstruk- 
turen berichtet worden. Dabei konnten folgende Wirkungen analysiert 
werden: Die Entstehung von Réntgenblaschen und -vakuolen, Dichteunter- 
schiede der cytoplasmatischen Bauelemente bei verschieden starker Bestrah- 
lung. eine Beeinflussung der Membrankomponente des Cytoplasmas sowie 
Anfangsstadien einer lokalen Degeneration einzelner Plasmabezirke und 
einzelner Mitochondrien. Es erschien deshalb als niitzlich, diese F r ti h- 
wirkungen bei vertraglichen Dosen iiber eine gréfere Zeit- 
spanne hin durch Fixation der Zellen in bestimmten zeitlichen Abstanden 
zu verfolgen. Durch solche Stufenuntersuchungen sollte vor allem das wei- 
tere Schicksal der ..Friihwirkungen* sowie diejenigen Effekte erfaBt wer- 
den, die itiberhaupt erst nach einer bestimmten Zeit nach der Strahlenein- 
wirkung auftreten. Zum anderen sollté aber auch Aufschlu® dariiber er- 
zielt werden, wie eine Wiederherstellung (Regeneration) des durch Strah- 
leneinwirkung veranderten Cytoplasmas erfolgt. Eine spatere Abhandlung 
soll auBerdem die Spatwirkungen von letalen Réntgendosen bis zum Ein- 
tritt des Strahlentodes analysieren (Schneider, in Vorber.). 


Abb. 1. .Normales*. unbestrahltes Cytoplasma mit .granular-fadiger™ Grund- 

struktur: EPR Elemente des endoplasmatischen Retikulums: M Mitochondrien. Tr 

Trichocysten. Praiparationstechnik s. Text. Fixationsgemisch pH 7.05. Elektronen- 
optisch 6500 : 1; EndvergréBerung: 39.500 : 1. 
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Material und Technik 


Als Bestrahlungsquelle diente wiederum eine Réntgenapparatur ,,.Miiller G 150“ 
mit Spektralanalysenréhre (Berylliumfenster, Kigenfilterwert 1.6mm Be) mit vor- 
geschaltetem 0.3mm dicken Aluminiumfilter'. Auch die Bestrahlungsintensitaét mit 
4000 r/min bei 100 KV, 25mA und einen Fokusabstand von 123mm wurde bei- 
behalten (Schneider 1961 a). Die Bestrahlung erfolgte bei Zimmertemperatur, 
eine Erwairmung des Kulturmediums konnte nicht festgestellt werden (< 1°C). 
Als Untersuchungsmaterial fand Paramecium aurelia, das in Strohdekokt bei 
Zimmertemperatur kultiviert wurde. Verwendung. 

Die Fixation geschah nach der von Wohlfarth-Bottermann (1957a) 
angegebenen Methode in einem wisserigen Gemisch von 1% OsO, und 1% K,Cr,O,, 
ebenso die Nachkontrastierung in 70% Aceton, in dem 1% Phosphorwolframsaure 
+ 05% Uranylacetat gelist waren. Als Einbettungsmedium diente Vestopal W 
(Rvteru. Kellenberger 1958). Die Herstellung der Diinnschnitte erfolgte auf 
einem ..Ultrotome 4800° (LKB, Schweden). Untersucht wurden die Schnitte in einem 
Siemens-Elektronenmikroskop (Typ UM 100d) bei 60 KV und einer Apertur von 
30 u. Als photographisches Negativmaterial fand Agfa-Agepe-Planfilm 6.5 X 9 cm 
Verwendung. 


Ergebnisse 


Abgesehen von zahlreichen Vorversuchen wurden zwei iiber 21 Tage bzw 
14 Tage ausgedehnte Stufenversuchsreihen elektronenmikroskopisch analy- 
siert. Bei der einen Versuchsreihe erfolgte die Fixation der mit 100.000 r 
bestrahlien Paramecien in folgenden zeitlichen Abstanden: Erstmalig un- 
mittelbar nach Bestrahlung, danach 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20 und 24 Sid., 
2, 3, 4, 6, 8, 10, 13, 17 und 21 Tage nach der Strahleneinwirkung. Bei der 
zweiten Versuchsreihe mit einer Bestrahlungsdosis von 150.000 r wurde in 
folgenden Zeitabstanden fixiert: Unmittelbar nach Bestrahlung, danach 1, 
2, 4, 6, 8, 10 und 24 Std., 2, 3, 6, 9 und 14 Tage nach der Réntgenbestrahlung. 
Die applizierten Dosen liegen innerhalb der Vertraglichkeitsgrenze (vgl. 
Schneider i961 a). Die Ergebnisse beider Versuchsreihen waren — abge- 
sehen davon, daB die Wirkungen bei der héheren Bestrahlungsdosis wesent- 
lich starker waren — weitgehend die gleichen. Es wird deshalb im folgenden 
hauptsachlich auf die zweite Versuchsreihe Bezug genommen. 

Die Wirkung unmittelbar nach Réntgeneinwirkung (Frith wirkung) 

1 Herr Prof. Dr. R. Danneel! stellte freundlicherweise die Réntgenapparatur 
des Zoologischen Instituts zur Verfiigung. 


Abb. 2. Cytoplasma 1 Std. nach Einwirkung einer vertraglichen Réntgendosis 
(150.000 r) fixiert. Neben dem Auftreten von Réntgenblaschen (Bl) und einer Ver- 
mehrung der Membrankomponente des endoplasmatischen Reticulums (EPR) finden 
sich Vakuolen mit degenerierenden Cytoplasmabestandteilen (DV). Zunichst wer- 
den dabei Membranen um Cytoplasmapartien und Mitochondrien  gebildet 
(Abb. 2b). worauf die .abgekapselten* Einschliisse degenerieren und zerfallen 
(Abb. 2a und c). M Mitochondrien, Tr Trichocysten. Fixationsgemisch pH 6,98. 
a E.O. 6900 : 1; E. V. 29.000 : 1. b E.O. 6900 : 1; E. V. 27.000 : 1. c E. O. 6900 : 1; E. V. 
15.800 : 1. 
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ist in einer vorangegangenen Arbeit (Schneider 1961 a) eingehend be- 
schrieben worden, so da an dieser Stelle auf eine detaillierte Beschreibung 
dieser Befunde verzichtet werden kann. Lediglich zum besseren Verstandnis 
des Folgenden sei wiederholt, da neben kleineren und gréferen Vakuolen 
(.Réntgenblaschen und -vakuolen*) eine membranése Umhiillung kleinerer 
und gréBerer Plasmabezirke und Mitochondrien, eine geringe Mitochondrien- 
schwellung und erste morphologische Anzeichen einer Mitochondriendegene- 
ration festgestellt werden konnten. Der weitere zeitliche Verlauf dieser 
Strahlenwirkungen soll nun in der vorliegenden Arbeit geschildert werden. 


i Stunde nach Strahleneinwirkung 


Im Cytoplasma finden sich auch 1 Stunde nach Beendigung der Bestrah- 
lung zahlreiche ,.R6nigenblaschen“ und -vakuolen. Bei der starkeren Dosis 
von 150.000r sind sie wesentlich zahlreicher anzutreffen (Abb. 2a) als 
bei der schwicheren (100.000 r). Mcrphologische Unterschiede zwischen bei- 
den Dosen lassen sich jedoch nicht feststellen. Neben diesen Blaschen treten 
aber zahlreicher als unmittelbar nach der Bestrahlung membranumgebene 
Cytoplasmabezirke auf (Abb. 2b). die in den fortgeschrittenen Stadien zu 
degenerieren scheinen (Abb. 2a, DV, oben rechts). Bei dieser Degeneration 
wird das eingeschlossene Cytoplasma, dessen Strukturelemente anfangs 
noch sehr kontrastreich erscheinen, vollstandig aufgelést, d. h. in den Dege- 
nerationsvakuolen (DV) finden sich dann nur noch vereinzelt fadige Struk- 
turen als Uberreste. Meistens sind in diesen Plasmabezirken auch Mitochon- 
drien eingeschlossen (Abb. 2b und c). Diese sind anfangs, wie das einge- 
schlossene Cytoplasma, sehr kontrastreich und bei ihrem Zerfall, dem die 
Auflésung des miteingeschlossenen Cytoplasmas vorausgeht, verschwindet 
dabei zunachst ihre Grundsubstanz (Matrix). danach die auBere Mitochon- 
drienmembran (Abb. 2 c). Die Mitochondrien erscheinen dann ,,durchsichtig™. 
Danach erst zerfallt die innere Mitochondrienmembran, so daB nach einiger 
Zeit als Uberreste nur noch einzelne, lose in der Vakuole herumliegende 
Tubuli mitochondriales angetroffen werden. 


2 Stunden nach Strahleneinwirkung 


Wiederum lassen sich zahlreiche Réntgenblaschen (Bl) im Cytoplasma 
auffinden (Abb. 3). Die oben beschriebenen Vakuolen (DV) mit eingeschlos- 
senen Cytoplasmaresten und Mitochondrien sind vermehrt. Auffallend ist 
Abb. 3. Cytoplasma 2 Std. nach Einwirkung einer vertraglichen Réntgendosis 
(150.000 r) fixiert. Das Auftreten von ..Degenerationsvakuolen” (DV) hat betrachtlich 
zugenommen. Die auffallende Strukturdichte des Cytoplasmas in den .Kapseln” 
(Abb. 3a u. b. K) laBt auf eine starke Viskositatserhéhung (Gelierung oder Koagu- 
lation) schlieBen. Bei der Degeneration der plasmatischen Strukturen treten oftmals 
Lipeidtropfen (Li) in den Vakuolen auf. Beim Zerfall der Mitochondrien wird zu- 
nachst die auBere Mitechondrienmembran aufgelést (Abb. 3b, 1), dann folgt die 
innere Membran (Abb. 3 a, 2), wodurch die einzelnen Tubuli mitochondriales frei in 
der Vakuole liegen (Abb. 3b, 3). M Mitochondrien, Tr Trichocysten. Fixations- 
gemisch pH 6.98. a E.O. 6900:1; E.. V. 23.500: 1. b E.O. 6900: 1; E. V. 23.500: 1. 
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dabei die auferordentliche Strukturdichte des ,abgekapselten“ Cytoplas- 
mas (Abb. 3 k), was auf eine starke Viskositatserh6hung (Gelierung-Koagu- 
lation) schlieBen 1aBt. Die GroBe (Durchmesser im Ultradiinnschnitt) der 
Degenerationsvakuolen ist, wie Abb. 3 verdeutlicht, grofen Schwankungen 
unterworfen (weniger als 1 uw bis zu 4). Auch gréRere Organelle, wie 
Trichocysten (Abb. 4b) kénnen in den Vakuolen gefunden werden. In die- 
sem Zusammenhang ist von Interesse, da die im Zerfallsstadium befind- 
lichen Trichocysten in einzelne, quergestreifte ,.Fibrillen“ zerfallen, wie das 
experimentell durch Ultraschallbehandlung (Kriiger, Wohlfarth- 
Bottermann und Pfefferkorn 1952) ebenfalls erreicht werden kann. 
Daneben treten in diesen Vakuolen in zunehmendem Mafe Einschliisse auf 
(Abb. 3b und 5 a), die dem elektronenoptischen Aspekt von Lipoidtropfen, 
die man normalerweise im Cytoplasma antreffen kann, entsprechen. Stellen- 
weise liegen die Vakuolen so angeordnet, da auf ein ZusammenflieRen 
mehrerer kleiner Vakuolen zu grofen Vakuolen geschlossen werden kann 
(Abb. 4 a, Pfeilmarkierungen). 


4Stunden nach Strahleneinwirkung 


Zu diesem Zeitpunkt treten die starksten Wirkungen im Rahmen der 
verabreichten, vertraglichen Dosen auf. Lichtmikroskopisch kann man be- 
obachten, daf eine grofe Zahl der Paramecien fast bewegungslos am Boden 
liegen, wie dies fiir eine letale Strahlenlahmung (Schneider 1961 a) be- 
schrieben worden war. Der elektronenmikroskopische Befund zeigt jedoch 
im Gegensatz zur letalen Lahmung keine Koagulationserscheinungen (wie 
extreme Strukturdichte. Kontrastabnahme und ,,tropfige Entmischung“) im 
Cytoplasma, sondern eine auffallend starke, partielle Anreicherung von 
Lipoidtropfen (Verfettung). Diese Lipoidtropfen (Abb. 5, Li), die eine bei 
der angewandten Praparationsmethode typische polymorphe Gestalt haben, 
stehen gréRtenteils untereinander durch ,Auslaufer“ in Verbindung und 
zwar so, daf im Diinnschnitt ein wabenférmiges Muster entsteht. Die Lipoid- 
tropfen selbst zeigen auferdem eine mehr oder weniger starke Vakuolisie- 
rung (Abb. 5, Li), die charakteristisch fiir Lipoide in bestrahlten Zellen zu 
sein scheint. Daneben finden sich sehr zahlreich die Vakuolen mit Cyto- 
plasmaresten und degenerierenden Mitochondrien aller Zerfallsstadien. 
Auch in Bildung begriffene ..Degenerationsvakuolen* (DV) kénnen in groBer 
Zahl angetroffen werden. Ein grofer Teil der Trichocysten befindet sich 
ebenfalls in Auflésung (Degenerationsvakuolen). 


Abb. 4. Cytoplasma 2 Std. nach Einwirkung einer vertraglichen Réntgendosis 
(150.000 r) fixiert. Die Degenerationsvakuolen (DV) treten teilweise untereinander 
in Beriihrung (Abb. 4a, Pfeilmarkierung). Dies deutet auf eine spatere Fusion zu 
groBen Vakuolen hin (Abb. 8). In den Degenerationsvakuolen kénnen auBer Mito- 
chondrien auch andere gréfere Plasmaorganellen, wie z. B. Triocysten (Abb. 4b, 
Tr) gefunden werden. Bei deren Auflésung kann man einen Zerfall in einzelne 
Fibrillen beobachten, was Riickschliisse auf ihren Bau zulaBt. Bl Réntgenblaschen, 
V Vakuolen. Fixationsgemisch pH 6.98. a E.O. 6900:1: E. V. 18.000:1. b E.O. 
6900 : 1; E. V. 18.600 : 1. 
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6—10 Stunden nach Strahleneinwirkung 


Die oben beschriebenen Strahlenwirkungen sind noch feststellbar, neh- 
men aber langsam an Intensitat ab. Neue ,,Degenerationsvakuolen” (DV) 
werden nur noch vereinzelt gebildet. Da auch die Auflésung der eingeschlos- 
senen Mitochondrien fortschreitet, trifft man hauptsachlich ,spate Stadien™ 
mit einzeln liegenden Mitochondrientubuli bzw. ,leere* Vakuolen an. Man 
kann daraus schlieBen, daB die Auflésung eines Mitochondriums etwa in 
einem Zeitabschnitt von 3 bis 4 Stunden vollzogen wird. Anhaufungen von 
Lipoidtropfen treten nur noch vereinzelt auf. Auch hier hat es den Anschein, 
als wiirden die Reste dieser Lipoidanhaufungen von Membranen umgeben 
und eingeschlessen (Abb. 7, links unten). Hauptsachlich in der Zellmitte fin- 
den sich Ansammlungen von gréBtenteils .leeren” Vakuclen und Blaschen 
(Abb. 6 und 7). Auch hier laBt sich vielerorts die Tendenz zum Zusammen- 
flieBen feststellen. 


24 Stunden nach Strahleneinwirkung 


Nach 24 Stunden sind die Ansammlungen von kleinen Vakuolen ver- 
schwunden. Statt dessen kénnen mehrere groBere Vakuolen, die zum Teil 
untereinander durch .,.Kanale* in Verbindung stehen (Abb. 8) und auch noch 
degenerierende Mitochondrien enthalten kénnen, angetroffen werden. Eine 
direkte Entleerung dieser grofen Vakuclen nach aufen konnte in keinem 
Fall beobachtet werden, so da der SchluB nahe liegt, daB ihr (fliissiger) 
Inhalt intrazellular resorbiert bzw. die Fliissigkeit iiber das Nephridial- 
system (Schneider 1960 a, b) nach aufen abgeleitet wird. 


2Tagebis Versuchsende nach Strahleneinwirkung 


Bereits nach 2 Tagen lassen sich im Cytoplasma keine ..Réntgenblaschen 
und -vakuolen* mehr nachweisen. Zu diesem Zeitpunkt haben die Parame- 
cien wieder mit der Nahrungsaufnahme begonnen: jedoch erscheint die 
Mehrzahl der Nahrungsvakuolen (Abb. 8b) in den ersten Tagen atypisch. 
Sie unterscheiden sich von .normalen* Nahrungsvakuolen erstens durch die 
Ausbildung ihrer umgebenden Membran. Diese ist normalerweise durch 
ihren elektronenoptischen Kontrast gut zu erkennen (Abb. 8 b, Doppelpfeil- 
markierung), waihrend die Membranen der atypischen Nahrungsvakuolen 
einen sehr geringen elektronenoptischen Kontrast besitzen (Abb. 8 b, ein- 
fache Pfeilmarkierung). so daB sie sich kaum vom umgebenden Cytoplasma 


Abb. 5. Cytoplasma 4 Std. nach Einwirkung einer vertraglichen Réntgendosis 
(150.000 r) fixiert. Dieser Zeitpunkt stellt einen Héhepunkt (Krisis) der Réntgen- 
wirkung dar. Neben zahlreichen Degenerationsvakuolen (DV) tritt eine starke 
Lipoidanreicherung (Verfettung) im Cytoplasma auf, Dabei stehen die einzelnen 
Lipeidtropfen (Li). die stark vakuolisiert erscheinen, untereinander in Kontakt, 
wobei ein .wabenférmiges~ Aussehen entsteht (Abb. 5b). In der Degenerations- 
vakuole (Abb 3 a) scheint der Lipoidtropfen in unmittelbarem Zusammenhang mit 
dem zerfallenen Mitochondrium zu stehen. MV Mitochondrien. V Vakuolen. Fixations- 
gemisch pH 6.98. a E.O. 6900:1: E. V. 18.000:1, b E.O. 6900:1; E. V. 22.000: 1. 














564 L. Schneider: Untersuchungen iiber die Wirkung von Strahlen... 


abheben. Zum anderen erscheint auch die Verdauung der eingeschlossenen 
Bakterien atypisch. Sie liegen in einer sehr dichten, fadigen Substanz 
(Abb. 8 b, links und rechts unten), die nur einige Vakuolen aufweist. 

3 bzw. 4 Tage nach der Bestrahlung trat bei einem Teil der Paramecien 
spontan eine Konjugation auf, der eine rege Teilungsperiode folgte. Auch 
dieses Verhalten kann als atypisch bezeichnet werden, da ,,normalerweise~ 
bei Paramecien eines Klones eine Konjugation nicht beobachtet werden kann. 
Der Konjugationsablauf verlief jedoch véllig normal. Dariiber soll an ande- 
rer Stelle (Schneider 1961 b) berichtet werden. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Befunde der vorliegenden Arbeit erfassen, wie oben beschrieben, die 
Spatwirkungen von vertraglichen Réntgendosen, wobei der Ausdruck 
.vertraglich* aus der zahlreich vorliegenden Literatur tibernommen wurde. 
Man kénnte ebenso, in gewisser Beziehung vielleicht sogar besser, den Aus- 
druck .Uberlebensdosen“ verwenden, weil diese Bezeichnung lediglich das 
Uberleben nach einer (einmaligen) physikalischen Noxe beinhaltet, ganz 
abgesehen davon, ob sie eventuell auftretende Mutationen, Gréfen- oder 
Gestaltverinderungen auf genetischer Basis nach sich ziehen, so daf von 
einer Vertraglichkeit im engeren Sinne eigentlich nicht sicher gesprochen 
werden kann. Diese genetischen Veranderungen sollen, wie einleitend be- 
reits gesagt, bei diesen Untersuchungen nicht ausgewertet werden. Interes- 
sieren soll also lediglich die Reaktion des Cytoplasmas bzw. seiner Fein- 
strukturen auf ionisierende Strahlen, ohne daB eine letale Réntgenwirkung 
auftritt. 

Als auffallendster und wichtigster Befund darf wohl die Umhiillung 
von Cytoplasmabezirken und der Mitochondrien mit osmiophilen Mem- 
branen angesehen werden. Dabei liegt ganz offensichtlich eine Bildung von 
.Kapseln* vor. Diese Abkapselungen stellen eindeutig Spatwirkungen der 
Roénigenbestrahlung dar. Obwohl sie nach der Auflésung und der Degene- 
ration der eingeschlossenen Cytoplasmaelemente einen vakuolaren Aspekt 
zeigen, hat ihre Entstehung doch nichts mit dem Vorkommen und der Ent- 
siehung der vorher (Schneider 1961 a) beschriebenen Réntgenblaschen 
und Vakuolen zu tun. So unterscheiden sich schon die gebildeten Membranen 
der ..Degenerationsvakuolen* oder Kapseln von den Membranen der Rént- 
genblaschen® durch einen wesentlich kraftigeren Kontrast, der teilweise 
durch die Zusammenlagerung mehrerer Membranen zu Doppel- bzw. Mehr- 
fachmembranen bewirkt wird. Der Schlu® ist naheliegend, daB es sich bei 
den abgekapselten Cytoplasmapartien und Mitochondrien um durch die 
ionisierenden Strahlen irreversibel geschadigte Zellbestandteile handelt. 


Abb. 6. Cytoplasma 6 Std. nach Einwirkung einer vertraglichen Réntgendosis 

(150.000 r) fixiert. Neubildungen von .Degenerationsvakuolen* (DV) werden kaum 

mehr gefunden. Deren dltere Stadien (DV) sammeln sich mit anderen Réntgen- 

blaschen (Bl) und Vakuolen in lokalen Bezirken an. Tr Trichocysten, M Mitochon- 
drien. Fixationsgemisch pH 6.98. E.O. 6900:1; E. V. 24.000 : 1. 
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Dies erscheint auch insofern plausibel, als das eingeschlossene Cytoplasma 
eine extreme Strukturdichte aufweist, wie sie vom Cytoplasma extrem hoher 
Viskositit bekannt ist (Wohlfarth-Bottermann 1958b und 1960, 
Wohlfarth-Bottermann und Schneider 1958, Schneider 
1958 und Schneider und Wohlfarth-Bottermann 1959), so dal 
Grund zu der Annahme besteht, daB es sich hierbei um eine partielle 
Koagulation des Cytoplasmas handelt. Nach Altmann (1955) gibt es in 
der experimentellen Cytologie zahlreiche Belege fiir .eine auf umschrie- 
bene Plasmabereiche lokalisierte Plasmanekrose, die sich meist auf die Fol- 
gen einer Grtlich angreifenden, mechanischen oder chemischen Schadigung 
bezieht“. Dabei werden die geschadigten Areale .vom iibrigen Cytoplasma 
demarkiert und entweder abgestofen oder intrazellular abgebaut“. Eine 
andere Erklarung soll nur aus Griinden der Diskussion angefiihrt werden, 
namlich daB die bereits friiher geschilderte, strahlenbedingte, verstarkte 
Membranbildung (Schneider 1961 a) dazu fiihrt, daf® sich Membranen 
zu runden bzw. ovalen Komplexen zusammenschlieBen und die so umschlos- 
senen Cytoplasmaeinschliisse an Sauerstoffmangel zugrunde gehen. Ich muB 
aber betonen, daft mir diese Auffassung als abwegig erscheint. 

Die Befunde deuten darauf hin, daB die abgekapselten Cytoplasma- 
bestandteile und Mitochondrien nach ihrer Degeneration intrazellular ver- 
daut werden. Eine AusstoBung nach Art der Abgabe von unverdaulichen 
Xesten in Nahrungsvakuolen konnte jedenfalls in keinem Fall beobachiet 
werden. Es kann angenommen werden, dafi dieser ganze Vorgang, der sich 
etwa iiber 12 Stunden nach der Bestrahlung hinzieht. der Regeneration des 
Cytoplasmas von grofem Nutzen ist. In diesem Zusammenhang ist ein Be- 
fund von Interesse. den ich bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung 
der Konjugation von Paramecium machen konnite (Schneider 1961 b). 
Auch hier traten ahnliche ..Degenerationsvakuolen“ in einem vakuolisierten 
Cytoplasma auf, die meiner Ansicht nach ebenfalls mit einer Regeneration 
des Cytoplasmas in Zusammenhang stehen. Horning (1926) fand bei 
lichtmikroskopischen Untersuchungen von Paramecium bei 76% einer Kultur 
und in einer anderen Kultur bei 31% der Individuen Mitochondrien in 
.Nahrungsvakuolen* (?). Das Eindringen in diese .Nahrungsvakuolen“ 
konnie er nicht beobachten. Horning nahm an. daft die Mitochondrien 
.enzymatischer Natur“ sind und infolge der intrazellularen Verdauung not- 
wendigerweise in die Nahrungsvakuolen gelangen miissen. Letzteres ist je- 
doch mit Sicherheit nicht der Fall, wie zahlreiche eigene und andere elek- 
tronenmikroskopische Untersuchungen gezeigt haben (siehe auch Schneider 
1959), so daf bei den von Horning beobachteten Kulturen, falls er wirk- 
lich, wie er angibt, die Mitochondrien einwandfrei von den Bakterien unter- 


Abb. 7. Cytoplasma 10 Std. nach Einwirkung einer vertraglichen Réntgendosis 

(150.000 r) fixiert. Die Ansammlungen von Réntgenbliaschen, Vakuolen und Degene- 

rationsvakuolen liegen jetzt in der Mitte der Paramecienzellen. Sie stehen mit ihren 

Membranen oftmals in engem Kontakt. was auf ein spiiteres Verschmelzen zu gro- 

fen Vakuolen hindeutet (Abb. 8b). Tr Triochcysten. Li Lipoidtropfen. Fixations- 
gemisch pH 6.98. E.O. 6900:1: E. V. 22.000: 1. 
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scheiden konnte, ein besonderer physiologischer Zustand geherrscht haben 
mu, der die oben beschriebene Mitcchondrienverdauung (Auflésung oder 
Degeneration) zur Folge gehabt hat. 

In der Literatur findet man widersprechende Befunde iiber eine Réntgen- 
wirkung auf die Mitochondrien. So berichtet Bloom (1948), der die Mito- 
chondrien von Nierenzellen bis zu 24 Stunden nach Bestrahlung (600 r) unter- 
suchte, daft sie auferst resistent. gegen R6ntgenstrahlen sind. Andere 
Autoren dagegen berichten iiber mehr oder weniger starke Strukturverande- 
rungen an Mitochondrien. So fand Braun (1958) an bestrahlten Mause- 
leberzellen (450 r) nach 24 Stunden sowohl Mitochondrien mit ,,triiber Schwel- 
lung“ als auch Mitochondrien mit auffallend dunkler Matrix, von denen 
er annimmt, daf sie sich in einer ,.Degenerationsphase“ befinden. Aufer- 
dem beobachtete er degenerierende Mitochondrien mit stark verdickter auBe- 
rer Doppelmembran und mit in reticulare Strukturen zerfallenden Innen- 
strukturen in allen Ubergangen von der Nermalform bis zur vélligen Dege- 
neration. Hirsch (1931) beschreibt eine Strahlenwirkung auf Mitochon- 
drien an Pankreaszellen (500 r) in Form von Fragmentbildung bzw. sogar 
ein ,,.Verschwinden der Mitochondrien® (Hirsch 1955, Glauser 1956). 
Eine Fragmentation, Vakuolisierung und zahlenmafige Verringerung der 
Mitochondrien beobachieten Cardle und Congdon (1955) nach Bestrah- 
lung von Mauseleber (800 r und 1200r). Scherer (1956) fiihrte Untersu- 
chungen an Mitochondrien bestrahlter Leberzellen der Ratte durch. 6 Stun- 
den nach der Bestrahlung (1000 r) zeigte sich eine ,starke Schrumpfung und 
Verdichtung~ der Mitochondrien. Nach 72 Stunden trat zwar eine Normali- 
sierung ein, es waren aber dann u.a. einzelne ,Riesenmitochondrien* zu 
finden, die bei der Regeneration entstanden sein sollen. Er halt deshalb 
die Mitochondrien in ihrer a4ueren Form fiir strahlenempfindlich, betont 
jedoch, daf sie sich rein morphologisch schnell erholen kénnen. Eine Auf- 
lésung von Mitochondrien (Chondriolyse) fiihrt A] t mann (1955) in seiner 
Abhandlung iiber die Pathologie der Mitochondrien an. Seine Ausfiihrungen 
griinden jedoch auf lichtmikroskopischen Beobachtungen, auf Grund derer 
man nicht ohne weiteres auf die vorliegenden elektronenmikroskopischen 
Befunde Riickschliisse ziehen kann. So spricht Alt mann bei dem Vorgang 
Abb. 8a. Cytoplasma 24 Std. nach Ejnwirkung einer vertraglichen Réntgendosis 
(150.000 r) fixiert. Im Cytoplasma kénnen nur noch grofe Vakuolen (DV) mit Resten 
degenerierender Mitochondrien angetroffen werden. Die Vakuolen stehen teilweise 
untereinander in Verbindung (4). Das iibrige Cytoplasma erscheint .normal* Tr 
Trichocysten, M Mitochondrien. Fixationsgemisch pH 6,98. E.O. 6900:1; E.V. 

16.500 : 1. 
Abb. 8b. Cytoplasma 48 Std. nach Einwirkung einer vertriglichen Réntgendosis 
(150.000 r) fixiert. Das Cytoplasma zeigt einen .normalen Aspekt*. Es treten wieder 
Nahrungsvakuolen auf, die bis zu diesem Zeitpunkt nicht gefunden werden kénnen. 
Allerdings erscheinen die Nahrungsvakuolen insofern teils ,atypisch“, als ihre Mem- 
branen nicht normale (7) Starke und elektronenoptischen Kontrast besitzen, son- 
dern sehr fein (+) und kontrastarm sind. Auch die Verdauung der Bakterien ver- 
lauft in diesen ersten Nahrungsvakuolen atypisch. Fixationsgemisch pH 6,98. E. O. 
6900 : 1; E. V. 21.300 : 1. 
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der Chondriolyse von einem anfanglichen ..Verdimmern“ der geschwollenen, 
zuweilen aber noch stabchenférmigen Elemente in einem aufgehellten, 
fliissigkeitsreicheren Gebiet. ,.Dies fiihrt so zu umschriebenen mitochondrien- 
freien Raumen und kann schlieflich in einer mehr oder weniger vollstandi- 
gen Verfliissigung, einer .Kolliquation’ der davon betroffenen Plasmapartien, 
also einer partiellen Cytolyse enden.“ Die Mitochondrien von Tumorzellen 
sind nach Auffassung zahlreicher Autoren wesentlich strahlenempfindlicher 
als die der normalen Zellen. Auch hier zeigen sich vor allem Gestaltande- 
rungen, Fragmentation, Vakuolen und Blaschenbildungen bei den Mito- 
chondrien (siehe auch Parchwitz 1957). 


Erstaunlich ist eigentlich, wie schnell die Paramecium-Zelle nach Appli- 
kation einer so hohen Dosis von 150.000 r die verursachten Réntgenwirkungen 
kompensieren kann. Bereits nach 24 Stunden kann man keine Veranderun- 
gen an der Feinstruktur des Cytoplasmas mehr feststellen. Es mag dies 
wohl u. a. auch an dem Umstande liegen, daft hier nur jeweils eine einzige 
Zelle betroffen ist, die ihre normalen Funktionen so schnell wiederherstellen 
mu, daft sie ihre Selbsterhaltung durch normalen Ablauf aller nétigen 
Prozesse wie Nahrungsaufnahme, Teilung usw. sichern kann. Im Gegensatz 
dazu wird man bei Zellverbanden (Geweben) durch auftretende gegen- 
seitige Beeinflussung durchaus mit langer anhaltenden Wirkungen rechnen 
miissen, wie dies ja auch zahlreiche Experimente beweisen. Wie lange 
Paramecium ohne jegliche Nahrungsaufnahme iiberleben kann, ist 
m. W. nicht bekannt. Nach Untersuchungen und theoretischen Uberlegungen 
von Ludwig (1928) muff Paramecium caudatum bei einer Vermehrungs- 
rate von 2 pro Tag 15.000—30.000 Bacillus subtilis pro Stunde und Zelle 
aufnehmen. Nach Chejfec (1929) betragt die Nahrungsaufnahme eines 
Parameciums (P. caudatum) sogar 2—5 Mill. B. coli pro Tag. Beriicksichtigt 
man diese Befunde, so erscheint die Zeit von 48 Stunden sehr lang, aller- 
dings finden ja in dieser Zeit auch keine Zellteilungen statt, und auBerdem 
werden der Zelle durch die .Selbstverdauung“ der degenerierenden Cyto- 
plasmabezirke und Mitochondrien zweifellos verwertbare Plasmabausteine 
erhalten. Nach Back (1939) wird die Teilungsfahigkeit von P. caudatum 
nach Bestrahlung mit */, bis */, einer letalen Dosis bis zu mehreren Wochen 
unterbunden. Inwieweit dabei die Nahrungsaufnahme eine Rolle spielt, 
ist nicht ersichtlichh. Kimball. Geckler und Gaither (1952) unter- 
suchten ebenfalls die Teilungsrate von Paramecium nach Réntgenbestrah- 
lung (sowie UV-Strahlen und Lost) und fanden die erste Teilung stark ver- 
zogert, worauf rasch eine 2. Teilung folgte, wahrend die 3. und 4. Teilung 
wieder erheblich gehemmt waren. Nach Powers und Ehret (1955) beruht 
die hemmende Wirkung von Réntgenstrahlen auf die Teilung von Para- 
mecium hauptsachlich auf Anderungen im Cytoplasma, nicht wie man auch 
annehmen kénnte, auf Gen- oder Kernveranderungen. Auferdem spielt 
-anscheinend aber auch die Temperatur als Einflu® auf die Teilungsgeschwin- 
digkeit eine gewisse Rolle, so da allein dadurch schon unterschiedliche Er- 
gebnisse der verschiedenen Autoren zustande kommen kénnen. So fand 
Litvinova (1959) nach Kultivierung bestrahlter Paramecien (150.000 r 
bzw. 300.000 r) bei niedrigen Temperaturen (12° C) eine wesentlich geringere 
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Teilungsgeschwindigkeit als bei anschlieRender Kultivierung bei 28° C. Die 
Untersuchungen der eigenen vorliegenden Arbeit wurden bei einer Versuchs- 
temperatur von 20—22°C (Zimmertemperatur/Nov.) durchgefiihrt. An sich 
widersprechen die Befunde von Lit vinova den Ergebnissen der Abhian- 
gigkeit der Strahlenwirkung von den Versuchstemperaturen, da die Reak- 
tionen in der Zelle auf Strahlenwirkungen bei niedrigen Temperaturen 
normalerweise geringer sind als bei hohen, was wohl einfach mit der Stoff- 
wechseltatigkeit der Zelle erklart werden kann. Auch die Genesungsrate 
ist temperaturabhangig (P o we rs 1955) und nimmt bei héherer Temperatur 
(nach der Bestrahlung) zu. 

Interessant ist auch der Abbau bzw. die Riickbildung der zahlreichen 
Roéntgenblaschcn und Vakuolen, deren Entstehung in einer vorhergegan- 
genen Arbeit (Schneider 1961 a) beschrieben worden ist. Sie sind, wie 
zahlreiche Untersuchungen ergeben haben, mit einer wasserigen Fliissigkeit 
gefiillt. Infolge ihrer Vielzahl enthalten sie eine recht betrachtliche Fliissig- 
keitsmenge, die anscheinend nicht ohne weiteres vom Cytoplasma resorbiert 
werden kann. Wie die Befunde ergeben haben, sammeln sich diese Blaschen 
zusammen mit den ,,Degenerationsvakuolen* hauptsachlich in der Zellmitte 
an und fliefen zu gréReren Vakuolen zusammen, die teilweise untereinander 
durch .,.Kanale“ in Verbindung stehen. Leider konnte bisher nicht geklart 
werden, wie die Fliissigkeit aus den grofen Vakuolen endgiiltig aus der 
Zelle entfernt wird. Eine direkte Offnung der Vakuolen aus der Zelle nach 
aufen konnte nie beobachtet werden. Sie ist auch unwahrscheinlich, da die 
Pellicula einer solchen Offnung vermutlich einen uniiberwindbaren Wider- 
stand entgegensetzt. Es bliebe eine Entleerung iiber die ..Cytopyge*. Licht- 


mikroskopisch ist diese Cytopyge in zahlreichen Untersuchungen beschrie- 
ben worden, konnte aber m. W. bisher (auch nicht bei sehr zahlreichen unter- 
suchten Paramecien in unserem Laboratorium) noch nicht elektronenmikro- 
skopisch dargestellt werden. Eine andere Méglichkeit ware die Ableitung 
der Fliissigkeit itiber das Nephridialsystem (Schneider 1960a, b). Es 
soll versucht werden, in weiteren Untersuchungen dieses Problem zu klaren. 


Bei den vorliegenden Befunden und den vorher besprochenen ,,Friihwir- 
kungen“ (Schneider 1961 a) bleibt zunichst die Frage offen, inwieweit 
cie beobachteten Strahlenwirkungen auf die Paramecien unmittelbar, 
also primar innerhalb der Zellen zur Wirkung gekommen sind und inwieweit 
die cytoplasmatischen Veranderungen auf einer Beeinflussung des bestrahl- 
ten Kulturmediums beruhen. Es bestehen namlich in der Literatur Hinweise 
darauf, da das umgebende Kulturmedium eine Wirkung auf die Para- 
mecien auszuiiben vermag. So berichtet Zinovieva (1958) iiber eine 
toxische Wirkung von bestrahltem Kulturmedium und Aqua dest. (100.000 — 
675.000 r) auf Paramecium. Weiterhin beschreiben u. a. (siehe auch W ic h- 
terman 1953), Taylor, Thomas und Brown (1933) folgende Be- 
funde an Colpidium-Kulturen: Wurde das gewoéhnlich benutzte, sterile 
Kulturmedium (10% Hefeextrakt) vor der Beimpfung mit den Protozoen 
mit Réntgenstrahlen behandelt, so wurde es fiir die Infusorien stark toxisch. 
Die gleiche Wirkung ergab sich bei der Bestrahlung von Leitungswasser 
und destilliertem Wasser. Diese Erscheinung soll auf einer Bildung von 
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H,O,, das mit der Titanchloridmethode in einer Konzentration von iiber 
{ : 100.000 nachgewiesen wurde, beruhen. Der Kontrollversuch mit H,O,- 
Zusatz in Konzentrationen von iiber 1 : 450.000 zu dem Medium verlief 
ebenfalls tédlich. Dagegen war im sauerstoffreien, bestrahlten Wasser kein 
H,O, nachweisbar. Dieses war auch ungiftig fiir die Protozoen. Entspre- 
chende Versuche sollen in Kiirze aufgenommen und elektronenmikroskopisch 
ausgewertet werden. 

Die Durchfiihrung der Untersuchungen wurde durch eine Sachbeihilfe 
des Bundesministeriums fiirAtomkernenergieund Wasser- 
wirtschaft und der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
erméglicht. Dem Leiter des Zentrallaboraioriums fiir angewandte Uber- 
mikroskopie der Universitat Bonn, Herrn Dozent Dr. K. E. Wohl farth- 
Bottermann, danke ich aufrichtig fiir wertvolle Hinweise und Uniter- 
stiitzung. Fraulein U. Baas bin ich fiir die technische Assistenz zu Dank 
verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Paramecien wurden einer vertraglichen Réntgenbestrahlung (150.000 r) 
ausgesetzt und in bestimmten Zeitabstanden von 1 Stunde bis 21 Tage nach 
Bestrahlungsende fixiert. Die durch die Réntgenbestrahlung aufgetretenen 
.Spaitwirkungen* im Cytoplasma wurden mit elektronenmikroskopischen 
Untersuchungsmethoden analysiert. Dabei ergab sich, da kleinere und 
gréRere Cytoplasmabezirke (Durchmesser im Diinnschnitt < % bis zu 4 «) 
durch ein- oder mehrfache Membranen ,abgekapselt* werden. In diesen 
.Kapseln“ sind zahlreiche Mitochondrien miteingeschlossen. Bei der fol- 
genden Degeneration der Kapseleinschliisse entsteht durch Auflésen, vor 
allem der cytoplasmatischen Strukturelemente, der Aspekt von grofen Va- 
kuolen (..Degenerationsvakuolen“), in denen man noch einige Zeit Uberreste 
von Tubuli mitochondriales finden kann. 4 Stunden nach der Bestrahlung 
trat voriibergehend eine starke Verfettung auf. Die gebildeten Réntgen- 
blaschen, Vakuolen und Degenerationsvakuolen flieBen gréBtenteils. nach- 
dem sie im Zentrum der Zelle angesammelt werden, zu groBen Vakuolen 
zusammen, die dann iiber einen noch nicht vollig geklarten Weg aus der 
Zelle entleert werden. Die Befunde werden an Hand der zahlreich vorlie- 
genden Strahlenliteratur diskutiert. 

Anschrift des Verfassers: Dr. Lothar Schneider, Zentrallaboratorium fiir 
angewandte Ubermikroskopie der Universitat Bonn, Bonn, Poppelsdorfer SchloB. 
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Nearly a century ago it was observed that chloroplasts undergo certain 
seasonal changes in many kinds of evergreens. Moh! (cited by Pfeffer 
in his “Physiology of Plants” according to Lewis and Tuttle 1920) 
was evidently one of the first to mention a partial disorganization of the 
chloroplasts in winter. Mer (1876) believed that the plastids of a species 
of Abies became detached from the cell wall in early winter and Ha be r- 
landt (1876a) cited Kraus who concluded that chloroplasts of conifer 
leaves migrate to the “Innere” of the cell in winter. Later workers (Le wis 
and Tuttle 1920: Zacharova 1929: Schmidt 1936) concluded that 
the chloroplasts actually disintegrated in autumn or early winter. Then in 
spring they again appeared in their evenly-distributed positions on the walls 
of the chlorenchyma cells, a process which seems well related to the deeper 
changes in cold hardiness (Parker 1957). Our own light microscopic 
studies have shown that some evergreen species have readily observable 
chloroplasts in winter, but others like Pinus strobus, do not. Using the stain 
bromphenol blue-HgCl, (Parker 1960), it is possible to locate the chloro- 
plasts easily in the folds of the chlorenchyma cells. But it was still difficult 
to discern their form and condition. He ber’s (1959) studies in wheat sug- 
gested that they merely shrink as well as undergo certain biochemical 
changes. 

Another related point of interest is that photosynthesis of certain ever- 
greens declines in winter more than one would expect on the basis of en- 
vironmental temperatures at the time of measurement (for ex.,Zacharova 
1929) and it was suggested that this winter decline might be related to chloro- 
plast disappearance. Likewise the question of leaf discoloration and chloro- 
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phyll loss, often described in the literature (for ex.. Haberlandt 1876 b) 
again brings up the question of the fate of the chloroplasts. 

It therefore seemed of special interest to make a study with the electron 
microscope of the fine structure of the chloroplasts of Pinus strobus L. in 
winter to find out (1) whether they keep their normal form as winter comes 
on, (2) whether normal lamellae and grana are retained, (3) whether there 
are marked changes in size, and (4) whether there are other changes in the 
protoplasm which might be observed with the changing seasons. 


Methods 


Leaf specimens were collected in North Branford, Connecticut, in 
January and again in June from open-grown Pinus strobus trees about 
15 years old and brought to New Haven for fixation. Hand made cross sec- 
tions about 15 « thick of leaves seven months old were made in the laboratory 
with a single-edged safety razor blade. Radial longi-sections were also 
made of bark of seven months old twigs containing chloroplasts. These were 
about 15 « thick and were trimmed to 1 mm. on a side. Sections were put 
directly in 1% OsO, in distilled water at 0° C. buffered with acetate-veronal, 
according to Palade’s method as outlined by Sorvall (1959). After de- 
hydration in alcohol series and passing through various methacrylate solu- 
tions, they were embedded in methyl and butyl methacrylate 1:3 with 
catalyst and hardened at 60°C. for two hours (schedule given by Sorvall, 
1959). 

Another method was that of Mollenhauer (1959). Sections were 
placed in 3% KMnO, for 10 minutes at 22°C. and then passed through the 
various alcohol solutions and methacrylate-alcohol solutions according to 
the method of Mollenhauer. Sections were then embedded in pre-poly- 
merized, but still fluid, methacrylate and hardened at 44° C. for 8 hours. 

Blocks were stored at room temperature and sectioned at Woods Hole 
with a diamond knife on a electrically-heated expansion type microtome 
(Philpott 1955). Sections were cut in the blocks at the same angle as in 
the original hand sections. Ribbons were mounted on carbon-strengthened. 
collodion-coated grids and observed in an R.C. A. Model E. M. U.-2B 
electron microscope. 


Results 


Chloroplasts retained their normal identity in winter in this species and 
could be distinguished as distinct entities with the electron microscope 
(Fig. 1). In many cells, however, they were so closely grouped together as 
to appear like one large chloroplast (Fig. 2). Grana and lamellae are clearly 
visible as well as the globuli or “fat droplets” characteristic of chloroplasts 
of other land plants (for ex.. Granick 1955; Miihlethaler 1955; 
Steinmann and Sjéstrand 1955). But many of the globuli seen in 
pine chloroplasts appeared hollow. Chloroplasts were apparently more 
shrunken in winter, due largely to the loss of the central starch grain. 

A summer-type chloroplast is shown in Fig.3. This illustrates the fact 
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that there were few fundamental differences between summer and winter 
chloroplasts observable in the electron microscope other than the loss of 
starch grains and possibly also the globuli. Many of the osmium-fixed 
summer-type chloroplasts of the leaf possessed large vesicles between the 
lamellae but it is possible that this condition was produced by osmium 
fixation or polymerization. Vacuolization of chloroplasis can evidently be 
influenced by osmotic properties of external media and by other environ- 
mental factors (Lindner 1959). It is, of course, possible that in summer 


Fig. 2. A group of clumped chloroplasis in the leaf in winter. Grana, lamellae, and 
globuli visible. Osmium fixation. 30,000 : 1. 


the appearance of vesicles in the leaf chloroplasts is normal and accounts 
for their relatively large and swollen condition. There were, however, 
vesicles in the winter chloroplasts as well (Fig. 1). These appear to be 
distinct from the globuli visible in Fig. 2 and could be fixation artifacts. 

Winter-type cytoplasm was often remarkable for the apparent com- 
plexity and density of a network-like structure presumed to be the endo- 
plasmic reticulum of P orter (1953). Mitochondria were evidently emeshed 
in, or attached to, this network in winter (Fig. 4), and it commonly ex- 
tended from nucleus to cell wall. In bark vertical phloem parenchyma cells 
it frequently permeated the space from the vacuole to the cell wall. In 
sieve cells it was apparently continuous with thread-like strands pene- 
trating the sieve plate pores (Fig. 5). In summer, electron microscopic views 
of either osmium or permanganate-fixed material indicated that the net- 
work was more sparse. 








Fig. 3. Chloroplasts in summer condition from a cortex cell of young bark. Starch 
grain (S) in a chloroplast; cell wall to the right (W). Permanganate fixation. 
21,000 : 1. 
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The vacuolar membrane (Fig. 1) was more clearly defined in winter 
than in summer under both the electron microscope and the light micro- 
scope. Osmium fixation of winter-type vacuoles resulted in a dense, almost 
opaque deposit as seen in the light microscope in vertical phloem paren- 
chyma cells as well as in those of leaf chlorenchyma. In summer, the same 
stain only colored such vacuoles a light bluish-black. In the electron micro- 
scope, the contents of winter-type vacuoles stained with osmium appeared 


Fig. 4. Part of a leaf chlorenchyma cell in winter with mitochondria and chloro- 
plasts connected by reticulum. Vacuole in upper right; cell wall at lower left. 
Osmium fixation. 15,000 : 1. 


io consist of a mass of globules and fine threads, the globules usually being 
anastomosed (Fig. 1). This could be the result of osmium fixation, since 
permanganate fixation usually revealed a more homogeneous appearance. 
The plasma membrane was fairly distinct in winter but not so much so in 
summer in these sections. 


Discussion 


With the coming of autumn, changes in these pine cells seem to include 
the following events. First there is a shift in the starch-sugar equilibrium 
in favor of sugar. This, according to our research, is partially dependent on 
day-length shortening but is greatly accelerated in autumn by cool weather, 


at least in Pinus strobus. But the sugar increases are apparently not the 
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only cause of hardening if we may infer from work with various tree barks 
(Siminovitch and Briggs 1949, Parker 1958, Henze 1958) that 
increases in proteins—apparently glyco-proteins—are associated with cold 
resistance. Our own biochemical work in Robinia bark tends to substantiate 
that of Henze (1958) with apple bark: a free sugar increase in autumn 
normally occurs, but there is also an increase in protein which on mild 
hydrolysis yields certain pentoses and hexoses. It seems possible that this 


Fig. 5. Portion of a sieve plate in the bark of a young twig in winter. A typical 
reticulum is shown above the plate and sending out extensions through it. Osmium 
fixation. 27.700: 1. 


protein increase could account for the increased bromphenol blue-HgCl. 
staining reaction in cytoplasm in winter (Parker 1960), as well as the 
more complex reticulum visible in the electron microscope in winter 
sections. But this is merely speculation, and the role of lipids and similar 
compounds in this mechanism remains to be explained. The clumping of 
the chloroplasts may be related to the structural cytoplasmic changes and 
have the effect of helping to prevent distortion and rupture during freezing. 

It may be true that in such plants as cabbage, protein increases cannot 
be associated with increases in cold hardiness, but such plants are not 
capable of the very great cold resistance of certain trees. Such resistance 
as that found in Pinus strobus is probably the result of a combination of 
factors which appear to involve fundamental changes in cytoplasmic as 
well as vacuolar structure. 
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Summary 


1. When leaf and bark tissues of Pinus strobus were fixed in osmium, em- 
bedded in methacrylate, and sectioned, winter-type chloroplasts appeared 
as distinct. intact entities under the electron microscope, although often 
closely appressed to one another in the folds or sides of the cells. 

2. Grana and lamellae were clearly visible in winter as well as in summer; 
the principal change from summer to winter appeared to be the loss of starch 
and perhaps also “fat droplets.” 

3. The larger size of the summer chloroplasts is apparently the result 
of starch grain growth, but may also be caused by partial vacuolization 
of chloroplasts in summer. Permanganate-fixed bark cells contained un- 
vacuolated chloroplasts in summer. 

4. In winter, a network or reticulum occurred in all living cells, 
apparently emeshing mitochondria as well as chloroplasts, and in sieve cells 
extending through the plates. In summer, this reticulum appeared to be 
less extensive than in winter. 


We would like to thank Miss Sigrid Angera, Gibbs Laboratories, 
Yale Univ., for advice in the early stages of this research. The Yale School 
of Forestry helped support this research financially. 
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Einleitung 


Die Eiweifspindeln der Kakteen wurden in der Zeit ihrer Entdeckung 
fiir normale Zellbestandteile gehalten (M olisc h 1885). In den letzten zehn 
Jahren wurde aber durch eine Reihe von Arbeiten mit Sicherheit festgestellt, 
daft diese Kérper erst nach einer Virusinfektion entstehen und daf sie sogar 
Aggregate von Viruspartikeln darstellen (Rosenzopf 1951; Weber, 
Kenda und Thaler 1952; Amelunxen 1958). Nach den Angaben von 
Amelunxen ist die Eiweifspindeln aufbauende Viruspartikel faden- 
formig, mit einer Lange von 500 mu und einer Breite von 22 mu. Auf Grund 
der chemischen Analyse konnte derselbe Autor konstatieren, da das spindel- 
bildende Virus Eiweif und Ribonukleinséure enthalt, so daB es demnach 
nach chemischer Zusammensetzung mit den anderen pflanzlichen Viren 
iibereinstimmt. 

Bisher wurde es nur bekannt, daB das spindelbildende Virus bei vielen 
Angehoérigen der Familie Cactaceae verbreitet ist. So wuBte schon 
Molisch (1885), da die Eiweifspindeln bei Zygocactus truncatus, 
Schlumbergera russelliana und Epiphyllum hookeri vorkommen. Spiater 
fand Mikosch (1908) dieselben Kérper in Peireskia aculeata, Leitgeb 
in Opuntia virens (zit. nach Weber, Kenda und Thaler 1953), GickI- 
horn (1913) in mehreren anderen Opuntien (Opuntia missouriensis, mona- 
cantha, camandhica, filipendula, engelmannii, rafinesquei, vulgaris, micro- 
dasys, grandis, haematocarpa, robusta, spirocentra, fragilis) und in Austro- 
cylindropuntia cylindrica, Rosenzop f (1951) in Schlumbergera bridgesii 
und Peireskia sacharosa, Weber und Kenda (1952 a, b) in Austrocylin- 
dropuntia subulata und Rhipsalis cereuscula, Weber (1953, 1954) in 
Peireskiopsis pititache und Cylindropuntia kleiniae, Molé-Bajer (1953) 
in Peireskiopsis spathulata, Miliéié (1954, 1960) in Brasiliopuntia brasi- 
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liensis, Opuntia stricta und Opuntia tomentosa, Kenda (1955) in Opuntia 
monacantha f. variegata, Goldin und Fedotina (1956) in Epiphyllum 
oxypetalum, Echinocereus procumbens, Cereus peruvianus, Cereus bon- 
plandii und Echinopsis nigerrima, Amelunxen (1958) in Opuntia 
lemaireana, Opuntia leucotricha, Opuntia curassavica, Opuntia lindheimeri 
und Opuntia herrfeldtii. Insgesamt wurden die Eiweiffspindeln bisher in 
ungefaihr 40 Kakteenarten gefunden, die verschiedenen Subfamilien ge- 
héren. Daf dieses Virus auch auf Pflanzen aus anderen Familien iibertrag- 
bar ist, wurde aber bis jetzt nicht bekannt. 

Es ist interessant, daf® das spindelbildende Virus bei Kakteen keine 
deutlichen und regelmafig vorkommenden duferen Krankheitssymptome 
verursacht. Deshalb ist es bei den Cactaceen nur nach einer mikroskopischen 
Durchsicht, d. h. nach Auffinden der Eiweiffspindeln bzw. der X-Kérper 
in den Wirtspflanzenzellen, méglich festzustellen, ob ein Exemplar infiziert 
ist. Die erwahnten Zellinhaltskérper befinden sich namlich in der Epidermis 
und den subepidermalen Zellschichten gewéhnlich in sehr grofer Menge, 
so daft sie dort leicht zu finden sind. Gelegentlich der Ubertragung des 
Virus von einer Kaktee auf die andere ist es deshalb immer notwendig, die 
inokulierten Pflanzen mikroskopisch zu untersuchen, wenn man sich iiber 
das Ergebnis der Verimpfung informieren will. Daf diese Umstiande bei 
der Untersuchung dieser Virose viele Schwierigkeiten veranlassen, hat be- 
sonders Amelunxen (1958) betont. 

AuBerdem waren sehr lange fiir die Virusiibertragung die Methoden in 
Anwendung, bei denen die ,,.Inkubation* lange dauerte. So z. B. wahrend 
der Ubertragung durch Pfropfung kann man manchmal die ersten Eiweif- 
spindeln erst nach mehreren Monaten beobachten (Weber 1954). Was die 
mechanische Ubertragungsart anbelangt, braucht auch sie viel Zeit, und 
zwar mehrere Wochen, wenn der infektidse Prefsaft mit einer Injektions- 
spritze ,subkutan* inokuliert wird (Rosenzopf 1951). Unlangst aber 
fand Miliéié (1960), da nach Abreibung der Kladodienoberflache mit 
infektidsem Gewebesafte, dem etwas Karborundpuder beigefiigt wurde, die 
ersten Eiweifispindeln schon sechs bis zehn Tage nach Inokulation entstehen 
kénnen. Bei Anwendung dieser letzteren Methode erscheinen die Protein- 
kérper besonders schnell, und zwar schon nach sechs Tagen, wenn fiir Infek- 
tion vorher spindelfreie Schilumbergera bridgesii verwendet wird. Doch haben 
unsere in letzter Zeit ausgefiihrten Versuche gezeigt, daf die Virusiibertra- 
gung durch Preftsaft bei Zusatz von Karborund nicht immer leicht gelingt. 
Auf ahnliche Schwierigkeiten sind bei Ubertragung dieses Virus auch G ol- 
din und Fedotina (1956) gestoRen. Auf jeden Fall ist jedoch das Kak- 
teenvirus nicht nur durch Pfropfung, sondern auch auf mechanische Weise 
iibertragbar, und zwar in auffergewéhnlich kurzer Zeit mit Hilfe des 


Karborundpuders. 


Virus-Zelleinschliisse in Lokallaésionen 


Unlangst gelang uns, das Kakteenvirus auf Chenopodium amaranticolor 
und Chenopodium album zu iibertragen. Diese zwei Pflanzenarten sind den 
Virusforschern gut bekannt, weil viele Viren bei ihnen nicht systemische, 

Protoplasma, Bd. LIII/4 39 
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sondern lokale Erkrankungen veranlassen. Im letzteren Falle bleibt die 
Krankheit nur auf die inokulierten Blatter beschrankt und verbreitet sich 
nicht auf die anderen Pflanzenteile. An den verimpften Blattern entstehen 
sogenannte Lokallasionen, die gewéhnlich die Form rundlicher und nekro- 
tischer Flecke besitzen. Solche Lasionen stellen die Orte dar, wo das Virus 
wihrend der Inokulation in das Blattgewebe eingedrungen ist. Dort begann 
sich das Virus zu vermehren, aber das Gewebe infolge seiner grofen Emp- 
findlichkeit war nicht imstande am Leben zu bleiben, sondern starb unter 
dem Einflu@® des Virus bald ab. 

Die Erscheinung der Lokalliasionen ist von groBer Wichtigkeit fiir die 
pflanzliche Virologie. Die Lasionen kénnen namlich fiir die quantitative 
Virusbestimmung dienen, weil die Anzahl dieser Gebilde, die an verimpften 
Blattern entsteht. der Viruskonzentration des verwendeten infektidsen 
Prefsaftes annahernd proportional ist. 

Die ringférmigen Blatteile. die sich unmittelbar um die nekrotischen 
Flecke befinden, nehmen haufig ein besonderes Aussehen an, das sich von 
jenem der normalen Blattbereiche unterscheidet. Diese lebendigen Lasionen- 
teile besitzen sehr haufig einen chlorotischen Charakter, sie kénnen aber 
auch verschiedenartig gefarbt werden. Es sei hier noch erwahnt, daf der 
zentrale nekrotische Fleck oft gianzlich ausbleiben kann, so daf{ dann die 
Lasionen vollig chlorotisch werden. Hollings (1956, 1957) hat bei seinen 
vergleichenden Untersuchungen die Veranderungen erforscht, die von vielen 
Viren an den Blattern von Chenopodium amaranticolor veranlaBt werden. 
Dabei schloB er, daB die Lasionen, die verschiedene Viren an den Blattern 
dieser Pflanze verursachen, oft so mannigfaltig sein kénnen, daB® sie fiir 
diagnostische Zwecke brauchbar werden. 

Gelegentlich unserer Untersuchungen an den Lokallasionen von Cheno- 
podium amaranticolor haben wir versucht, diese Pflanze mit Tabakmosaik- 
virus (TMV) zu infizieren. Fiir Inokulation diente uns ein aus einer Paprika- 
pflanze gewonnener Stamm des TMV, der schon lange fiir Versuchszwecke im 
Glashaus des Botanischen Institutes in Zagreb gezogen wurde. Daf die 
Paprikapflanze wirklich das TMV enthielt, konnten wir in erster Linie durch 
das Auffinden der hexagonalen Prismen in ihren Zellen feststellen. AuRerdem 
wurde die Anwesenheit des TMV durch Verimpfung der Blatter von Nico- 
tiana glutinosa mit virushaltigem Prefsafte aus Paprika bewiesen, weil 
dabei fiir TMV sehr charakteristische, nekrotische Lasionen an den Nicotiana- 
Blattern entstanden sind. 

Sechs bis sieben Tage nach der Inokulation von Chenopodium mit TMV 
aus Paprika wurden an den behandelten Blattern sehr viele kleine Flecke 
wahrgenommen. Einige Tage spater konnten wir beobachten, daf um das 
nekrotische Zentrum der Flecke ein roter Ring erscheint, der in folgenden 
Tagen allmahlich breiter wurde. Da die Flecke in grofer Anzahl anwesend 
und dicht nebeneinander gestellt waren, vereinigten sich dauernd viele rote 
Ringe miteinander. Alle diese Veranderungen konnten die alterierten Blat- 
ter nicht lang vertragen, sondern vergilbten bald und fielen 20 Tage nach 
der Impfung ab. 

Die Lokallasionen wurden in verschiedenen Entwicklungsstadien einer 
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mikroskopischen Durchsicht unterzogen. Dabei wurde wahrgenommen, da® 
der weife zentrale Fleck aus toten Zellen mit groBen Zwischenriumen be- 
stand, die mit Luft erfiillt waren. Was die rote Anfarbung um die Flecke 
anbelangt, so stammte sie von lebendigen, aber unter dem EinfluB des Virus 
alterierten anthozyanhaltigen Zellen. Ahnliche rote Ringe entstehen auch 
nach Hollings (1956, 1957) im Bereiche der Lokallasionen nach Infektion 
von Chenopodium amaranticolor mit verschiedenen Viren. Es ist sehr wahr- 
scheinlich, da® die rote Anfarbung auch in den von Hollings beschrie- 
benen Fallen von Anthozyan verursacht wurde. 

Im lebendigen, roten Teile der Lokallasionen konnten wir sieben bis 
acht Tage nach Inokulation eine sehr grofe Anzahl von X-Kérpern beobach- 
ten. Besonders schén waren die X-K6rper in den Epidermiszellen sichtbar, wo 
sie gréRer als die Zellkerne und vom Cytoplasma scharf gesondert waren. 
Da aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Brandes (1956) 
bekannt ist, da die von TMV hervorgerufenen X-Kérper von Virusparti- 
keln ganz ausgefiillt sind (vgl. auch Sheffield 1946, Bawden 1950, 
Goldin 1954), meinen wir, daf auch unsere Gebilde in den Lokallasionen 
den gleichen Charakter besitzen. 

Eine Woche spater wurde derselbe Bereich der Flecke wieder mikro- 
skopiert. In den X-Kérpern konnien dann stark lichtbrechende Teilchen 
beobachtet werden, die in polarisiertem Licht zwischen gekreuzten Nikol 
intensiv leuchteten. Doch bildeten sich dabei keine deutlichen hexagonalen 
Plattchen, die sonst haufig nach Infektion mit TMV aus den X-Kérpern 
durch Kristallisation entstehen (vgl. Sheffield 1946, Steere und 
Williams 1953, Smith 1958). Die mit stark lichtbrechenden Teilchen 
beladenen X-Kérper hatten die Form knotiger Ansammlungen, die mit 
vielen regellos verteilten, kristallinen Kérperchen ausgefiillt waren. Da diese 
voluminésen X-Kérper regelmafig neben der Zellwand lokalisiert und im 
randstandigen Plasmabelag eingelagert waren, ist ihre Verwechslung mit 
intravakuoliren Einschliissen ausgeschlossen. In Zusammenhang damit ist 
es wichtig zu erwahnen, daf in den mit Anthozyan gefarbten Zellen die 
X-Kérper immer farblos blieben. Daf diese Kérper unter dem Einflu® der 
Infektion entstanden sind, ging auch aus dem Umstande hervor, daf sie 
sich in normal griinen Blatteilen auferhalb des Bereiches der Lokallasionen 
niemals finden. 

Da die X-Kérper des TMV eine grofe Menge von Viruspartikeln enthal- 
ten, kénnen wir aus der Anwesenheit der X-K6rper schlieRen, da das TMV 
regelmaRig in groBer Quantitaét in den lebenden Zellen auftritt, die das 
nekrotische Zentrum der Lasionen umgeben. 


Eiweifspindeln in Chenopodium 

Das Auftreten der Viruskérper in den von verschiedenen Viren ver- 
ursachten Lokallasionen scheint ziemlich haufig zu sein. Wir hatten namlich 
die Gelegenheit festzustellen, daB sich in den Lokallisionen nicht nur die 
X-Koérper des TMV bilden, sondern daf in ihnen auch die Eiweiffspindeln 
der Kakteen regelmafig entstehen. Die letzten Korper stellen auch — wie 
schon angefiihrt wurde — Aggregate von Viruspartikeln dar. 

39* 
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In diesem Friihling gelang uns namlich mit dem Kakteenvirus ein 
Exemplar von Chenopodium amaranticolor zu infizieren. Fiir diese Infek- 
tion diente uns der Gewebesaft aus Kladodien einer Opuntia monacantha- 
Pflanze, die in der Epidermis und Subepidermis grofe Mengen von Eiweif- 
spindeln besa. Um im Gewebesaft méglichst gréRere Viruskonzentration 


Abb. 1. Kakteen-Eiweifspindeln in Epidermiszellen der Lokallasionen, a und b 
raphidendhnliche Kérper in Chenopodium album, c und d typische Spindeln in 
Chenopodium amaranticolor. 


zu erhalten, haben wir ihn nur aus den virusreichen peripheren Kladodien- 
teilen ausgepreft, in denen ausschlieBlich die Einschliisse vorkommen. Die 
Inokulation wurde durch Abreibung der Blattoberflache von Chenopodium 
bei Karborundzusatz ausgefiihrt. 

Zum Unterschied von anderen Viren, die an Chenopodium verhiltnis- 
mafig schnell, und zwar schon in einigen Tagen (sechs bis sieben) nach 
Verimpfung Lokallasionen hervorrufen, hat Chenopodium auf das Kakteen- 
virus ziemlich spat reagiert. Die ersten deutlichen Veranderungen an den 
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inokulierten Blattern haben wir bei dem ersten Versuch nach 30 Tagen 
beobachtet. Diese Blatter waren nicht mehr normal griin, sondern begannen 
schon chlorotisch zu werden; an ihrer gelbgriinen Oberflache konnten wir 
deutliche rote Flecke wahrnehmen. Die Flecke waren meistens rundlich und 
hatten einen Durchmesser von 1 bis 3mm. 

Die mikroskopische Durchsicht der roten Flecke hat gezeigt, da sich in 
der oberen Epidermis zahlreiche Eiweiffspindeln befinden, die mit Riicksicht 
auf ihre Form und charakteristische Mannigfaltigkeit mit den Proteinspindeln 
aus Zygocactus und anderen Kakteen vollig iibereinstimmen. Wie bei Kak- 
teen so auch bei Chenopodium amaranticolor konnten wir neben typischen 
Spindeln auch gewundene Eiweiffaden, raphidenahnliche Nadeln und echte 
ringférmige Kérper beobachten (Abb. 1 ¢ und d, 2). Haufig befanden sich 
die Spindeln fast in jeder Epidermiszelle eines Flachenschnittes, so da 
solche Epidermisteile von Chenopodium nach ihrem Aussehen der spindel- 
haltigen Zygocactus-Epidermis sehr ahnlich waren. 

In den Bereichen der roten Flecke konnten wir wahrend des ersten Uber- 
tragungsversuches makroskopisch keine nekrotischen Stellen wahrnehmen. 
Demgegeniiber zeigte eine mikroskopische Durchsicht viele Vernarbungen 
in der Epidermis; ob diese nach dem Absterben der Epidermis unter dem 
EinfluB des Virus oder unter der mechanischen Behandlung mit Karborund- 
puder entstanden sind, war uns nicht méglich festzustellen. Auf jeden Fall 
war die rote Verfarbung der Epidermis mit der Infektion verbunden, weil 
sich die Eiweifspindeln regelmafig in den Bereichen der Flecke befanden. 
In anderen Epidermisbereichen, die von Flecken entfernt waren, waren die 
Spindeln sehr selten oder gar nicht zu finden. 

Nach der ersten gelungenen Ubertragung haben wir den zweiten Versuch 
angesetzt. In diesem Versuche diente uns wieder zur Inokulation der virése 
Gewebesaft, der aus peripheren Kladodienteilen von Opuntia monacantha 
ausgepreft wurde. Mit diesem Safte wurden in derselben Weise wie im 
ersten Versuche vier Exemplare von Chenopodium amaranticolor und zwei 
von Ch, album inokuliert. AuBerdem dienten uns als Kontrolle spindelfreie 
Kladodien von Schlumbergera bridgesii und Opuntia stricta, die mit dem- 
selben Prefsafte behandelt wurden. 

Zehn Tage nach der Inokulation wurden zuerst die Kakteen einer Durch- 
sicht unterzogen, aber Eiweifspindeln in ihrer Epidermis konnten nicht 
wahrgenommen werden. Die Durchmusterungen derselben Pflanzen wurden 
20 Tage nach der Inokulation wiederholt, aber wiederum mit negativem 
Ergebnis. Das hat uns nicht iiberrascht, weil uns schon von friiher Schwierig- 
keiten bei Ubertragung dieses Virus bekannt waren. 

Ebenso ist es uns in diesem Versuche nicht gelungen, mit dem Kakteen- 
virus Chenopodium amaranticolor zu infizieren. An den behandelten Blat- 
tern dieser Art sind die erwarteten Flecke ein Monat nach Inokulation nicht 
entstanden; gleicherweise zeigten dieselben Blatter auch sechs Wochen nach 
Anfang des Versuches keine Veranderung. Die inokulierten Blatter waren da- 
bei auch mikroskopisch untersucht, aber die Spindeln waren nicht zu finden. 

Gegen Erwartung haben wir aber ein und einhalb Monate nach Inokula- 
tion an Chenopodium album sehr schwache chlorotische Flecke beobachtet, 
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die gréBtenteils rundlich waren und einen Durchmesser von ungefahr 4mm 
besaBen. Die Flecke waren besser sichtbar, wenn die Blatter in durchfallen- 


podium amaranticolor. 


dem Lichte betrachtet wurden. Daft die Flecke als Folge einer lokalen Virus- 
infektion entstanden sind, wurde durch eine mikroskopische Durchsicht be- 
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wiesen; es gelang uns dabei im Bereiche der Flecke Proteinspindeln zu fin- 
den, die meistens Raphiden ahnlich waren (Abb. 1 a, b). 

Da der zweite Versuch nur teilweise ein positives Ergebnis erbracht hat, 
wurde die Infektion von Chenopodium noch einmal ausgefiihrt. lm dritten 
Versuche wurden vier Exemplare von Chenopodium amaranticolor mit dem 
aus peripheren Kladodiengeweben von Schlumbergera bridgesii ausgepreB- 
ten infektidsen Safte inokuliert. Schon 20 Tage nach Verimpfung wurden 
an einigen behandelten Blattern sehr schwache chlorotische Flecke wahr- 
genommen. Daft diese Flecke unter dem Einflu® der Infektion entstanden 
sind, haben wir uns nach mikroskopischer Durchsicht der Blatigewebe iiber- 
zeugt, weil wir dabei in den Blatizellen 
Eiweifspindeln gefunden haben. Die 
dann noch schwach sichtbaren Flecke 
wurden mit der Zeit immer deutlicher, 
so daB sie 30 Tage nach Infektion leicht 
bemerkbar waren. 

Die infizierten Pflanzen entwickelten 
sich zufallig unter verschiedenen Licht- 
bedingungen. Das war anscheinend die 
Ursache, daB die Lokallisionen dieser 
Pflanzen etwas verschiedenes Aussehen 
bekamen. Bei den an beschatteter Stelle 
gezogenen Pflanzen zeichneten sich die 
zuerst chlorotischen Lisionen von den 
normal griinen und gesunden Bereichen Abb, 3. Ein Blatt von Cheno- 
desselben Blattes nicht besonders stark podium amaranticolor mit zahl- 
aus. Jedoch bald, und zwar 30 bis 35 reichen rundlichen und dhloroti- 
Tage nach der Verimpfung, begannen — schen Lokallasionen, die mit dunk- 
diese Blatter zu vergilben: die Lasionen len (griinen) Ringen umgeben sind. 
waren dann viel deutlicher sichtbar 
geworden, weil um jede einzelne Lasion ein griiner Ring entstanden war 
(Abb. 3). Sie hatten verschiedene GréBe und enthielten einen Durchmesser, 
der einschlieBlich mit dem griinen Ring ungefahr 4mm betrug. Der Ring 
allein besa eine Breite von nahezu 1mm und war manchmal starker, 
manchmal schwacher ausgepragt. In jenen Fallen, wenn sich die Mittelpunkte 
der Liasionen zu nahe nebeneinander befanden, flofen die chlorotischen 
Flecke miteinander zusammen. Als Folge solcher Fusionen geschah es, dal 
mehrere Lokallasionen nur mit einem gemeinsamen, griin gefarbten Ring 
umgeben wurden. Solche Fusionen waren ziemlich haufig, was die Zahlung 
der Liasionen bedeutend erschwerte. Trotzdem konnten wir annahernd ab- 
schitzen, daB jedes inokulierte Blatt je 30 bis 40 Lasionen enthalt. 

Demgegeniiber waren die Pflanzen, die an starker besonnter Stelle ge- 
diehen, besser entwickelt. Auch bei diesen Exemplaren entstanden an den 
behandelten Blattern chlorotische Flecke, die schon vor Vergilbung der Blat- 
ter gut sichtbar waren. Die inokulierten Blatter dieser Pflanzen begannen 
etwas spiter zu vergilben. An den schon vergilbten Blattern waren die rand- 
standigen Lisionsteile haufig starker als bei beschatteten Exemplaren aus- 
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geprigt, weil diese Teile nicht nur mit dem griinen Pigment, sondern auch 
mit Anthozyan oft gefarbt waren. Auerdem sammelie sich das Anthozyan 
manchmal reichlich auch im mittleren Teil der Lasion an. Im Bereiche der 
Ringe, die von Anthozyan rot angefarbt waren, konnten wir auch manchmal 
eine kleinere Anzahl nekrotischer Punkte beobachten. Sonst stimmten die 
Lokallasionen nach Form und Gréfe mit jenen iiberein, die sich an den 
Exemplaren aus beschatteten Stellen entwickelt waren. 

Auf Grund der mikroskopischen Durchsicht dieser Pflanzen konnten wir 
konstatieren, daB die Eiweiftspindeln in allen Teilen der Lokallasionen vor- 
kommen. Besonders viele Spindeln haben wir in mit Anthozyan gefarbten 
Bereichen der Lision beobachtet. Es sei noch erwahnt, daf die Spindeln in 
grofer Menge nicht nur in der oberen, sondern auch in der unteren Epider- 
mis auftreten. Auferhalb der Lasion und eines sehr engen, unmittelbar um 
die Lasion befindlichen, ringférmigen und normal griinen Blatteil konnten 
wir niemals Eiweifspindeln wahrnehmen. Was den griinen Ring am Rande 
der Lasionen betrifft, stammte seine Farbe von Chloroplasten, die in diesen 
Blattpartien etwas von griinem Pigment auch nach Vergilbung der Spreiten 
noch behalten haben. 

Es ist bemerkenswert, da wir in Lokallasionen nur Eiweifspindeln und 
niemals X-Kérper beobachten konnten. Sonst entstehen Eiweiffspindeln bei 
Kakteen haufig aus X-Kérpern, wie dies besonders aus den Arbeiten von 
Weber, Kenda und Thaler (1952) und Amelunxen (1956) bekannt 
ist. Diese direkte Entstehung der Eiweiffspindeln hat uns nicht besonders 
iiberrascht. weil sich nach Erfahrungen von Miliéié (1960) bei mechani- 
scher Ubertragung dieses Virus von einer Kaktee auf die andere, die durch 
Kladodienabreibung bei Karborundzusatz ausgefiihrt wurde, auch keine 
X-KGrper, sondern nur Proteinspindeln bildeten. Offenbar kénnen die 
Eiweifspindeln oder direkt oder vermittelst der X-Kérper erscheinen. Auch 
die hexagonalen Prismen des TMV kénnen auf beide Weise entstehen. 

Aus der Verteilung der Eiweifspindeln war es méglich zu schliefen, dak 
das Virus nur im Bereiche der Lasionen vorhanden ist und daft es sich in 
die weit entfernten, normal griinen Blattpartien nicht verbreiten kann. Doch 
kénnen sich — wie bekannt — die Liasionen mit der Zeit vergréBern, was 
héchstwahrscheinlich mit einer langsamen Ausbreitung des Virus im Blatt- 
gewebe in Zusammenhang steht. Sonst mu die Geschwindigkeit der Virus- 
ausbreitung bei lokalen Infektionen sehr klein sein, besonders wenn wir 
diese mit der Geschwindigkeit der Viruswanderung bei systemischen Infek- 
tionen vergleichen: im letzten Falle kann sich nimlich die ganze Pflanze 
in wenigen Tagen mit Virus infizieren. Kleine Ausbreitungsgeschwindigkeit 
in den Lokallisionen von Chenopodium ist nicht nur bei Wanderung des 
Kakteenvirus, sondern gewif? auch bei Verbreitung vieler anderen Viren, 
wie z. B. des schon beschriebenen TMV. verwirklicht. Was die Ursache ist, 
daft sich das Virus im Bereiche der Lokallasion so langsam verbreitet, scheint 
noch nicht vollig geklart zu sein. 

Die inokulierten und lasionenhaltigen Blatter von Chenopodium ama- 
ranticolor und Ch. album vergilbten friiher als die anderen, gleich alten und 
gesunden Blatter derselben Pflanze und fielen kurze Zeit nach Vergilbung 
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von der Pflanze ab. Diese Autoamputation kann auch verhindern, daft sich 
das Virus vom verimpften Blatt in die anderen Pflanzenteile verbreitet. 

Daf die Spindeln aus den beschriebenen Lokallasionen von Cheno- 
podium wirklich EinschluBkérper des Kakteenvirus sind, wurde auf fol- 
gende Weise bewiesen. Einige Kladodien von Scilumbergera bridgesii wur- 
den mit dem aus spindelhaltigen Chenopodium-Blattern gewonnenen Pref- 
safte verimpft. Sechs Tage nach Verimpfung wurden in Schlumbergera die 
ersten Proteinspindeln beobachtet. Doch war die Anzahl der Infektionsherde 
in Schlumbergera nicht besonders grof. 


SchluB8bemerkungen 


Wie aus der obigen Beschreibung hervorgeht, unterscheiden sich die vom 
Kakteenvirus an Chenopodium hervorgerufenen Lasionen immer von nor- 
malen Blattbereichen. Es scheint uns, da diese Lasionen die ersten bisher 
beobachteten regelmafigen makroskopischen Veranderungen sind, die das 
Kakteenvirus an seinen Wirtspflanzen verursacht. Demnach kann das 
Kakteenvirus manchmal auch starkere Umwandlungen in Wirtspflanzen- 
geweben veranlassen. 

Was das Aussehen der Lasionen betrifft, so unterscheiden sie sich manch- 
mal etwas voneinander auch im Falle, wenn sie an derselben Pflanzenart 
vorkommen. Diese Unterschiede kénnen aber teilweise auch von duferen 
Bedingungen abhangig sein. So z. B. scheint uns, daf die Entstehung des 
Anthozyans im Bereiche der Lasionen stark von Licht bedingt ist. Auf jeden 
Fall ist es notwendig, in kiinftigen Untersuchungen der Morphologie der 
Lasionen weitere Aufmerksamkeit zu widmen. 

Die vom Kakteenvirus an Chenopodium verursachten Lasionen sind 
manchmal nicht besonders deutlich; sie lassen sich wegen dieser und anderen 
Figenschaften — zum Unterschied von jenen des TMV — nicht leicht zahlen. 
Da® sich in dieser Hinsicht die Lasionen von verschiedenen Viren an Cheno- 
podium unterscheiden, folgt auch aus den Untersuchungen von Hollings 
(1956, 1957), der die Reaktionsweise von ungefahr 60 Viren auf diese Pflanze 
gepriift hat. Dieser Autor konnte in erster Linie feststellen, daf die Mehr- 
zahl der untersuchten Viren an Chenopodium nicht eine systemische, son- 
dern lokale Infektion verursacht. Die entstandenen Lasionen waren haufig 
zahlreich, genug klein und scharf voneinander gesondert. so daft sie leicht 
zaihlbar und deshalb fiir quantitative Untersuchung brauchbar waren. Ob- 
wohl die vom Kakteenvirus an derselben Pflanze hervorgerufenen Lokal- 
lasionen infolge der beschriebenen Eigenschaften fiir quantitative Virus- 
bestimmung nicht besonders geeignet sind, kénnen wir sie doch vielleicht 
wenigstens fiir Orientierung verwenden. Sonst sind die Pflanzen mit solchen 
Lasionen fiir verschiedene Arbeiten oft sehr niitzlich. So hat z. B. A me- 
lunxen (1958) hervorgehoben, daf das Fehlen der Testpflanzen mit Lokal- 
lasionen ihm viele Schwierigkeiten bei biochemischen Untersuchungen des 
Kakteenvirus verursacht hat. 

In den schon erwahniten Arbeiten hat Hollings (1956, 1957) noch ge- 
zeigt, daB viele Viren an den Blattern von Chenopodium amaranticolor so 
charakteristische Lokallasionen hervorrufen. da diese einen diagnostischen 
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Wert haben kénnen. Auferdem sind die Inkubationszeiten, innerhalb deren 
die Lokallasionen an Chenopodium entstehen, sehr verschieden und deutlich 
von der Virusart abhangig, so da auch diese Angaben fiir einzelne Virosen 
bedeutungsvoll sein kénnen. Wie aus den Daten von Hollings hervor- 
geht, besitzen die Liasionen der Mehrzahl der Viren kurze Inkubationen, 
so daB solche Viren verhaltnismafig selten sind, deren Lasionen sich erst nach 
20 bis 45 Tagen aufern. Nach den Untersuchungen von Hollings haben 
lange Inkubation z. B. die durch das Potato virus S verursachten Lisionen. 

Unter den Viren, die von Hollings gepriift sind, befindet sich eine 
groBe Anzahl von gut bekannten und weitverbreiteten Erregern von 
Pflanzenkrankheiten. Wenn wir die von Hollings (1956, 1957) beschrie- 
benen Symptome und notierten Daten mit unseren Angaben iiber die vom 
Kakteenvirus verursachten Veranderungen an Chenopodium amaranticolor 
vergleichen, dann scheint es uns, daft keine Beschreibung von Hollings 
mit von uns beobachteten Merkmalen iibereinstimmt. Demnach miiffte das 
Virus, das in Kakteen und in Chenopedium die Entstehung von Eiweif- 
spindeln veranlaft, mit keinem von jenen Viren identisch sein, die von 
Hollings (1956, 1957) untersucht worden sind. 

Auferdem ist uns die PartikelgréBe des spindelbildenden Virus bekannt, 
die nah Amelunxen (1958) 500 X 22 mu beiriigt. Das bietet uns die 
Moglichkeit, auch in dieser Hinsicht das Kakteenvirus mit vielen anderen 
Viren zu vergleichen. Wenn wir also die angefiihrten Dimensionen des 
Kakteenvirus und die bei Klinkowski (1958) befindlichen Daten iiber 
die PartikelgréRe und -form von 45 Viren gegeniiberstellen, geht daraus 
wieder hervor, daf das Kakteenvirus eine besondere, mit diesen nicht iden- 
tische Virusart sein mufi. 

Gelegentlich der kiinftigen Bemiihungen, das Kakteenvirus noch ge- 
nauer zu erkennen, ware es notwendig, die Beobachtungen von Goldin 
und Fedotina (1956) zu_ beriicksichtigen. Diese Autoren konnten die 
Angaben friiherer Forscher bestatigen, dai das Kakteenvirus bei seinen der 
Familie Cactaceae gehérenden Wirtspflanzen keine sichtbaren Erkran- 
kungssymptome verursacht. In dieser Hinsicht unterscheidet sich diese 
Virose von der Krankheit, die fiir Zygocactus truncatus Blattny und 
Vukolov (1932) beschrieben haben. Die von diesen Autoren untersuchte 
Krankheit ruft namlich an den jungen Kladodien von Zygocactus charak- 
teristische Flecke hervor, die bei spindelhaltigen Exemplaren derselben 
Art nicht auftreten (Goldin und Fedotina 1956, Miliéié 1960). Da- 
bei sei noch erwahnt, daf nach Meinung von Goldin und Fedotina 
(1956) die von Blattny und Vukolov angefiihrien Beweise fiir den 
Viruscharakter ihrer Erkrankung nicht genug iiberzeugend sind. Fiir jeden 
Fall ware es notwendig zu iiberpriifen, ob die Krankheit von Blattny¥ 
und Vukolov eine Virose ist. 

Demgegeniiber ist die Virusnatur des Agens, das die Ubertragung der 
Eiweifspindeln veranlaBt, mit Sicherheit bewiesen. Zuerst verdanken wir 
Weber, Kenda und Thaler (1952) die Entdeckung, daf die Spindeln 
aus X-K6érpern entstehen. Weiter ist durch die Arbeiten von Amelunxen 
(1956, 1958) die Form und Gréfe der die Spindeln aufbauenden Virus- 
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partikeln wie ihre chemische Zusammensetzung bekannt. Ebenso wissen 
wir heute, daf diese Virose durch Pfropfung (Rosenzopf 1951, Weber 
1954) und auf mechanische Weise durch infektidsen PreBsaft bei Karborund- 
zusatz iibertragbar ist (Miliéié 1960). SchlieBlich wurde es von uns hier 
mitgeteilt, da dieses Virus experimental auf Chenopodien iibertragbar ist, 
an denen es krankhafte Verainderungen regelmaBig verursacht. 

Nach den Angaben aus der Literatur ist es gewif, daf dieses Virus in 
Osterreich, Deutschland, UdSSR, Polen, Frankreich, Italien, Spanien und 
Jugoslawien verbreitet ist, und zwar bei in Garten und Parkanlagen ge- 
zogenen Kakteen. Demgegeniiber konnte Miliéié (1956) bei den spontan 
sich vermehrenden verwilderten Opuntien aus dem jugoslawischen Kiisten- 
land diese Virose nicht konstatieren. Ob diese Krankheit auch in Amerika, 
der Heimat der Kakteen, vorkommt, ist jetzt noch nicht bekannt. 

Die physikalischen Eigenschaften des Kakteenvirus sind noch nicht 
genau untersucht; doch ist einiges in dieser Richtung bisher schon bekannt. 
So wurde von Rosenzopf (1951) festgestellt, da das Virus bei Tempe- 
ratur von 70°C noch bestindig ist. AuRerdem hat Amelunxen (1958) 
berichiet, daf die gereinigten Virupraparate, die 18 Tage im Kiihlschrank 
aufbewahrt wurden, die Infektionskraft noch behalten. 

Auf Grund der angefiihrten Eigenschaften der Eiweif’spindel-bildenden 
Virose meinen wir, daf diese als eine besondere Viruskrankheit zu betrach- 
ten ist, die mit der Krankheit von Blattny und Vukolov (1932) nicht 
identisch ist. Fiir Erweiterung unserer Kenntnisse iiber die Kakteenvirose 
und fiir besseres Erkennen der Unterschiede unter dieser und anderen 
pflanzlichen Viruskrankheiten, ware es notwendig, weitere Ubertragungs- 
versuche auf Testpflanzen aus verschiedenen Pflanzenfamilien auszufiihren. 


Zusammenfassung 

Das Virus, das bei Zygocactus, Opuntia und vielen anderen Kakteen 
die Entstehung von Eiweiffspindeln veranlaft, wurde mechanisch auf 
Chenopodium amaranticolor und Chenopodium album iibertragen. Unter 
dem Einflu® dieses Virus erscheinen an den Blatitern dieser Pflanzen 20 bis 
45 Tage nach Inokulation Lokallasionen in Form von chlorotischen Flecken. 
Die Liasionen sind manchmal durch Anthozyan deutlich rot gefarbt und 
haufig von einem griinen Ring umgeben. Bei der mikroskopischen Durchsicht 
der inokulierten Blatter wurde festgestellt, daf sich nur im Bereiche der 
Lokallasionen eine groBe Anzahl von Eiweifspindeln befindet. 

Aukerdem wurden grofe X-Kérper auch in den Lokallasionen gefunden, 
die sich unter dem Einfluf des Tabakmosaikvirus an den Blattern von 
Chenopodium amaranticolor bildeten. Diese Einschliisse befanden sich sehr 
reichlich in den roten Héfen, welche die nekrotische Zentren der Lokal- 
lasionen umgaben. 
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Spirochaeten im Rhizopodenplasma 


Von 


Robert Jarosch und Oswald Kiermayer 


(Aus der Biologischen Forschungsabteilung der Osterreichische Stickstoffwerke A. G. 
und der Mikrobiologischen Station, Linz/Donau) 


Mit 3 Textabbildungen 


(Eingegangen am 24. Dezember 1960) 


AnlaB@lich einer Exkursion des Pflanzenphysiologischen Instituts der 
Universitat Wien im Juni 1960 nach Tamsweg wurden unter anderen auch 
Moorproben aus einer Schlenke am Rande des Seetaler Sees eingebracht. 
In diesen Proben (pH5,5—6,0) fand sich zwischen Desmidiaceen (Desmi- 
dium Swartzii, Micrasterias apiculata, Micrasterias denticulata, Micrasterias 
rotata, Desmidium cylindricum, Xanthidium armatum, Pleurotaenium tra- 
becula, Arthrodesmus convergens u. a., vgl. |5|) ein grofer Rhizopode - 
(Durchmesser samt Pseudopodien etwa bis 0.6mm, Abb. 1), dessen retiku- 
lar-verzweigte Pseudopodien oft mehrere Desmidiaceen umflossen hatten. 
Das Material wurde freundlichst den Verfassern zur Verfiigung gestellt, 
und die Bestimmung! ergab Biomyxa vagans Leidy (1,2), eine schalenlose 
SiiRwasser-Foraminifere der Ordnung Nuda (vgl. [{3|), bzw. dem System 
von De Saedeler (vgl. [4]) folgend, der Athalamia. 

Das Protoplasma dieser Form bildet im ungestérten Zustand feine Fort- 
sitze mit netzartigen Verzweigungen, die sich schon bei geringsten Stérun- 
gen abrunden und verschwinden. Auch mafiges Licht einer Tischlampe 
fiihrte trotz Blau-Mattscheibe bereits zu einer Abrundung. Abb. 1 zeigt ein 
kleineres Exemplar mit durch die Lichteinwirkung beim Photographieren 
bereits verkiirzten und verdickten Pseudopodien. 

Bei der genaueren Untersuchung des Plasmas mit Olimmersion und im 
Phasenkontrast sahen die Autoren zu ihrer Verwunderung, da sich geifel- 
artige Gebilde (L =ca. 20 u, B=ca. 0,3 u) aktiv durch das Rhizopoden- 
plasma bewegten. Die Anzahl dieser Gebilde schwankie pro Rhizopoden- 
Exemplar zwischen 1 und mehr als 20. Der Aufenthalisort ist das Ekto- 


1 Fiir die freundliche Hilfe bei der Bestimmung sind wir Herrn Dr. F. Gr ii n- 
berg, Wien, sehr zu Dank verpflichtet. 
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Abb. 1. Biomyxa vagans Leidy, Hellfeld etwa 200mal. 


Abb. 2 und 3. Zwei Bewegungsphasen eines Spirochaeten im Plasma von Biomyxa, 
Elektronenblitz, Phasenkontrast, etwa 1200mal, 
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plasma, anscheinend besonders der Bereich, der an das Endoplasma an- 
grenzt. 

Die Fortbewegung im Plasma erfolgt durch schlingelnde Bewegungen. 
Es laufen iiber den Faden Transversalwellen in einer Richtung ab, die 
eine Verschiebung in der umgekehrten Richtung zur Folge haben. In Abb. 2 
und 3 sind zwei Bewegungsphasen kurz nacheinander photographiert. Bei 
normaler Beweglichkeit laufen etwa 10 Wellenberge in 6 Sekunden ab. 
Liegen zwei oder mehrere Faden parallel nahe beieinander, so laufen ihre 
Wellen synchron und im gleichen Rhythmus ab. Es ist zu vermuten, daf 
die Wellen dreidimensional, als Schraubenwellen weiterlaufen, doch konnte 
das infolge der Kleinheit nicht mit Sicherheit beobachtet werden. Die Wel- 
len kénnen anscheinend nur in einer Richtung am Faden ablaufen. Oft 
kommt es namlich vor, daf® ein Faden sich peripher in ein feines Pseudo- 
podium bewegt, schlieBlich steckenbleibt und trotz heftiger Schlangel- 
bewegung nicht mehr weiterkommt. Nun wird nicht etwa der Ablauf der 
Wellenrichtung verandert und dadurch die Riickwartsbewegung erzielt. Es 
wird vielmehr stets unter Ausbuchtung des Pseudopodiums umgedreht und 
so der Riickweg angetreten. Die Ausbuchtung des Pseudopodiums bleibt 
meist noch eine gewisse Zeit stehen. In einigen Fallen wurden Stadien der 
Querteilung beobachtet. Dabei war in der Mitte der etwa auf das Doppelte 
verlingerien Faden ein Knick wahrzunehmen, und die Wellen liefen von 
beiden Enden in Richtung auf den Knick. 

Die Beobachtung der Querteilung sowie des oben beschriebenen Um- 
drehens lassen in den Faden selbstandige Organismen erkennen. Die 
Flexibilitat ihres Kérpers weist darauf hin, daf es sich anscheinend um 
parasitisch im Rhizopodenplasma lebende Spirochaeten handelt. Das Vor- 
kommen von Bakterien im Protozoenplasma, z. B. in Pelomyxa palustris ist 


beschrieben (vgl. |4]), doch diirften bewegliche Spirochaeten im Rhizopoden- 
plasma bisher noch nicht beobachtet worden sein. 


Zusammenfassung 


Im Plasma der SiifRwasserforaminifere Biomyxa vagans wird das Vor- 
kommen von aktiv beweglichen Spirochaeten beschrieben. 
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Protoplasmastrémung' 
Von 


Noburé Kamiya 


Biologisches Institut, Naturwissenschaftliche Fakultaét der Universitat Osaka 
Mit 10 Textabbildungen 


(Eingegangen am 28. Oktober 1960) 


Die Forschung beschaftigt sich schon fast 200 Jahre mit der Protoplasma- 
sirémung, ohne jedoch genaue Kenntnisse iiber das Problem gewonnen zu 
haben. Ich erlaube mir, Ihnen einige neue Tatsachen, die sich bei unseren 
Versuchen in den letzten Jahren gezeigt haben, vorzufiihren. 

Unter den verschiedenen Typen von Protoplasmastrémungen ist in den 
letzten Jahren die Rotation in Pflanzenzellen und die Pendelbewegung in 
den Plasmodien von Myxomyceten am eingehendsten analysiert worden 


(vgl. Kamiya 1959, 1960). 


Rotationsstrémung in Nitella-Zellen 


Als Rotation bezeichnet man jene Art der Bewegung, bei der das Proio- 
plasma in bandahnlicher Form dicht an der Zellwand entlang lauft und im 
Innern eine grofe Vakuole liegt. Da diese Bewegung einen geschlossenen 
Kreislauf bildet, ist weder ein Anfang noch ein Ende wie bei der Amébe zu 
finden. Ein wesentlicher Punkt in dem Mechanismus dieser schwer deutbaren 
Bewegung ist die Lage der fiir die Strémung verantwortlichen Triebkraft. 
Die Meinungen dariiber waren bisher sehr verschieden. 


Zur Erforschung dieses Problems mufte im Experiment mit geeignetem 
Material die Geschwindigkeit in den verschiedenen Schichten des stré6menden 
Protoplasmas genau fesigestellt werden. Wir haben gezeigt, da sowohl die 
Rhizoiden als auch die ,,Blatt“-Zellen von Nitella eine typische Rotations- 
stromung zeigen und die Endoplasmaschichten in verschiedenen Tiefen mit 


' Vortrag. gehalten am 18. Marz 1960 in der Versammlung der Zool.-Bot. Gesell- 
schaft in Wien (mit einigen nachtraglichen Anderungen). Der Verfasser ist Frau 
Dr. Lisbeth Michel-Schorr (Wiesbaden, Deutschland) fiir ihre freundliche 
Hilfe bei der Abfassung dieses Manuskriptes zu Dank verpflichtet. 
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fast gleicher Geschwindigkeit fliefen, so da der Unterschied im Schub des 
strémenden Protoplasmas nicht schatzbar ist (Kamiya und Kuroda 
1956). 

Wenn eine Internodialzelle von Nitella zentrifugiert und anschlieBend 
mit einem Faden geschniirt wird, erhalt man ein Zellfragment, das ganz mit 
Protoplasma ohne sichtbare Vakuolen erfiillt ist. Auch in diesem Zellfrag- 
ment ist die Str6mung sehr lebhaft. Abb. 1 zeigt, wie die Geschwindigkeit 
der Strémung in dieser Zelle verteilt ist. Es war deutlich zu erkennen, da 
die Strémungsgeschwindigkeit in der auBersten Schicht der endoplasmati- 
schen Fliissigkeit am héchsten ist, d. h. an der Grenze zwischen dem Endo- 
plasma und der gelartigen Rindenschicht; die Geschwindigkeit wird nach 
innen geringer und stagniert in der Zentralachse. 

Die Verteilung der Geschwindigkeit der endo- 
plasmatischen Bewegung stimmt in diesem Fall 
































i 








Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Geschwindigkeitsverteilung der Plasmastrémung in der Internodialzelle, die 
durch Zentrifugenbehandlung und anschlieBende Abschniirung ganz mit Proto- 
plasma gefiillt ist. Rechts ist ein Teil der Zelle ersichtlich. w: Zellwand, g: die in die 
Plasmagelschicht eingebetteten Chloroplasten, s: Plasmasol (Endoplasma). 
Abb. 2. Die Vorrichtung zur Isclierung des lebenden Endoplasmas aus der Zelle. 
A: Glasrohr mit negativem hydrestatischem Druck. B: Kiivette. in die das Endo- 
plasma ausflieBt. c: Internodialzelle. 


grundsatzlich iiberein mit derjenigen einer Fliissigkeit, die sich zwischen 
halbzylindrischen Wanden befindet, die in der Langsrichtung aneinander 
vorbeigleiten. Dies kann man mit einem einfachen Modellversuch bestatigen 
(vel. Kamiya und Kuroda 1956). 

Aus dieser Tatsache kann der logische Schlu® gezogen werden, daf in 
den Nitella-Zellen in der interfacialen Region zwischen dem Endoplasma 
und der gelartigen Rindenschicht eine parallele Schubspannung erzeugt wird 
und zwar derart, daft der iufere Rand des Endoplasmas entlang der inneren 
Oberflaiche der gelartigen Rindenschicht auf der einen Langshialfte der Zelle 
in der einen Richtung und auf der anderen Halfte in der entgegengesetzten 
Richtung verlagert wird. Diese aktive Schubspannung ist meiner Meinung 

Protoplasma, Bd, LIIT/4 40 
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nach verantwortlich fiir die Rotation des Protoplasmas. Dieser Schlu® steht 
im Einklang mit dem von friiheren Autoren, besonders von Linsbauer 
(1929), Breckheimer-Beyrich (1954) und Jarosch (1956, 1957, 
1958). Herr Dr. Jarosch beobachiete neulich hier im Pflanzenphysiologi- 
schen Institut in Wien auerordentlich genau das Verhalten der Fibrillen 
in den nackten Protoplasmatropfen von Characeen-Zellen und kam unab- 
hiangig von uns zu dem Schluf, der véllig mit dem unseren iibereinstimmt. 


Das Verhalten des nackten endoplasmatischen Tropfens 


Wenn diese Annahme richtig ist, so geht daraus hervor, daf die Proto- 
plasmarotation nur méglich ist, wenn eine Rindenschicht vorhanden ist. Um 





Abb. 3. Einige von uns konstruierte Operationsapparate fiir verschiedene Zwecke. 


zu sehen, ob diese Voraussage stimmt, werden wir jetzt die Internodialzelle 
von Nitella anschneiden und nur das Endoplasma daraus isolieren und 
beobachten, wie die isolierten Tropfen sich auferhalb der Zelle verhalten. 

Ich méchte nun in Abb. 2 zeigen, wie die Endoplasmatropfen aus der 
Zelle isoliert werden. Um zu vermeiden, daf die Zelle durch das Schneiden 
gequetscht wird, haben wir versucht, ein Glasrohr (A) herzustellen, in das 
die Internodialzelle (c) von Nitella mit ihrem oberen Teil senkrecht einge- 
fiihrt und von einer isotonischen Lésung [0,08 mol KNO, + 0.03 mol NaCl 
+ 0,004 mol Ca(NO,).| umgeben wird. Das untere Ende ist in derselben 
Loésung in einer Kiivette (B) und kann an der mit einer gestrichelten Linie 
markierten Stelle abgeschnitten werden. Da die aufere Lésung isotonisch 
ist, findet keine Osmose statt, auch wenn die Zelle geéffnet wird. AuRerdem 
wird die Zelle nicht gequetscht wegen des negativen hydrostatischen Druckes 
im Rohr. Die Protoplasmastrémung geht unveraindert weiter, und der nach 
unten gerichtete Strom verlaBt an der Schnittstelle die Zelle und bildet eine 
Plasmasiiule (Kamiya und Kuroda 1957 a). Das niachste Bild (Abb. 3) 
zeigt Ihnen einige von uns konstruierten Apparate fiir die oben beschrie- 
benen Versuche und auch fiir Zelloperationen anderer Art. 

In Abb. 4 sehen Sie die Plasmasiule, die sich in die Lésung ergieft. Das 
Protoplasma sammelt sich am Boden der Kiivette. Wenn der gréfie Teil 
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des Endoplasmas die Zelle verlassen hat, wird die Saule unterbrochen, und 
es bilden sich Tropfen, die sich langsam abtrennen. Die Serienaufnahme 
(Abb. 5) zeigt die sich bildenden und an diinnen Plasmafaden hangenden 
Tropfen. Die Zeitintervalle zwischen a—b und b—c in Abb. 5 waren 5 und 
7 Sekunden. Das Profil der nackten Endoplasmatropfen, die auf dem Boden 
der Kiivette liegen, ihnelt dem eines Quecksilberkiigelchens. Es ist méglich, 
aus dieser Form des Profils die Oberflachenspannung der nackten Endo- 
plasmatropfen zu berechnen (Ka- 

miya und Kuroda 1958a). 

Wenn wir einen Tropfen des 
nackten Endoplasmas von unten 
mit Hilfe des umgekehrten Mikro- 
skops beobachten, so finden wir 
viele Kerne und Chloroplasten 
darin. Abb. 6a stellt einen Teil 
eines solchen Tropfens dar, dessen 
Durchmesser 210 ist. In diesem 
Bild wurde der mikroskopische 
Fokus auf den Boden des Trop- 
fens, wo die Chloroplasten sich 
ansammeln, eingestellt. Die Chlo- 
roplasten enthalten einige Stirke- 
kérner, die stark lichtbrechend 
sind. Die so isolierten endoplas- 
matischen Tropfen leben gewoéhn- 
lich mehr als 24 Stunden, manch- 
mal sogar fiinf Tage, wenn sie 
im natiirlichen Zellsaft kultiviert 
werden. Die Massenstrémung ist 
in diesen Tropfen nicht mehr zu 
beobachten, aber die Chloropla- 
sten sowohl als auch die Zellkerne, 
die eingeschlossen sind, rotieren 
sehr schnell um ihre eigene Achse. 

Abb. 6b zeigt die Richtung und 

Zeitdauer in Sekunden. die eine Abb. 4. Die aus flie®endem Endoplasma 
Umdrehung der in Fig. 6a dar- entstehende Saule, die mit der Zelle und 
gestellten Chloroplasten erfor- dem Kiivetteboden in Verbindung steht. 
dert (Kamiya und Kuroda 

1957 b). Vor kurzem haben Herr Dr. Jarosch (1956) die Bewegung 
der Chloroplasten und Frau Dr. Fetzmann (1958) die Rotation 
von Zellkernen in isolierten Protoplasmatropfen von Chara im hiesi- 
gen Pflanzenphysiologischen Institut untersucht. (Ein kinematographischer 
Film iiber Zelloperation und Chloroplastenrotation wird von mir demon- 
striert.) 

Da die Tropfen kein Rindenplasma besitzen, ist das Einstellen der 
Massenstrémung ein weiterer Beweis zur Unterstiitzung der Annahme, daft 
das Endoplasma allein nicht fahig ist, die Strémung zu erzeugen. Die freie 
Rotation der Chloroplasten oder Zellkerne muf von einer Schubkraft ver- 
anlafi werden, die in der Schicht zwischen dem Sol (d. h. Endoplasma) und 
den Gel-Partikelchen (Chloroplasten oder Zellkerne) erzeugt wird, denn das 
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a b c 


Abb. 5. Serienaufnahme der hangenden Plasmatropfen. Zeitintervall zwischen a und 
b: 5 Sek., b und ec: 7 Sek. 


Abb. 6. a Ein Teil des auf dem Boden der Kiivette liegenden endoplasmatischen 

Tropfens mit rotierenden Chloroplasten (reproduziert von einem kinematographi- 

schen 16-mm-Film, der von unten mit dem umgekehrten Mikroskop aufgenommen 

wurde). b Die Retationsrichtung und -geschwindigkeit der in a dargestellten Chloro- 

plasten. Die Ziffern zeigen die Zeitdauer in Sekunden, die fiir eine vollkommene 
Drehung der Chloroplasten benétigt wird. 
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unmittelbar angrenzende Medium bewegt sich, wie Jarosch betont hat. 
immer in der entgegengesetzten Richtung. 

Wenn die Gelphase unbeweglich ist wie in den normalen Zellen, dann 
mu die Strémung der Solphase (die Endoplasmastrémung) von derselben 
Schubkraft veranlaBt werden. Aber wenn die Gelphase in einem nackten 
Endoplasmatropfen frei suspendiert ist, dann muB sie sich mit einer eigenen 
gleichartigen Kraft bewegen. 


Messung der fiir die Rotation verantwortlichen treibenden Kraft 


Wir berichteten 1958 iiber Experimente, bei denen wir versuchten, die 
absolute GréBe der fiir die Rotation in der Nitella-Zelle verantwortlichen 
Kraft zu bestimmen (Kamiya und Kureda 1958 ¢). 

Wenn eine Internodialzelle in der Langsachse schwach zentrifugiert wor- 
den ist, stellen wir fest, da® die Strémung nach dem zentrifugalen Ende der 
Zelle beschleunigt, hingegen nach dem zentripetalen Ende verlangsamt ist. 
In Nitella ist es méglich, mit Hilfe des Zentrifugenmikroskopes die Ge- 
schwindigkeit der Zentrifugenrotation herausfinden, bei welcher die Endo- 
plasmastrémung nach dem zentripetalen Ende zum Stillstand gebracht wird. 
Die zentrifugale Beschleunigung, die von uns als ..balancierende Beschleuni- 
gung” bezeichnet wird, variiert gewohnlich gemaB den Bedingungen zwi- 
schen 200X g und 800 g. 

Um die absolute Gréfe der Triebkraft der Strémung zu bestimmen. 
muBten auBerdem die spezifischen Gewichte des Endoplasmas (— 1,014 ~ 
1.015) und des Zellsaftes (— 1,010 ~ 1,011) gemessen werden (Kamiya und 


Kuroda 1957 c). Dann ermitieln wir die Triebkraft F aus der Gleichung: 


F — Ad(D,—D,) a. 


worin a die Zentrifugalbeschleunigung ist, welche die zentripetale Bewegung 
der diuRersten Endoplasmaschicht zum Stillstand bringt, d die Dicke der 
Endcplasmaschicht in diesem Moment. D, und D, die Dichie des Endo- 
plasmas und des Zellsaftes und A die Flaiche der Grenzschicht zwischen der 
plasmatischen Rindenschicht und der Endoplasmaschicht, an welcher die 
Schubwirkung entsteht. Auf diese Weise wurde die Triebkraft in Nitella 
auf 1 ~ 2 Dyn/em?2 geschatzt. 

Obgleich wir die physikalische und chemische Natur dieser Schubkraft 
nicht kennen, so werden doch wahrscheinlich eigentiimliche und aufeinander 
eingestellte Verhalten der Eiweiffmolekiile in der Gleitebene in enger Be- 
ziehung zu dem Phainomen stehen. Zu neuester Zeit haben Hatano und 
Nakajima (1959) in unserem Laboratorium festgestellt, da Nitella- 
Zellen ungefahr 0,04 umol ATP und 0,04 umol ADP auf 1 g Frischgewicht 
enthalten. Obgleich es ihnen noch nicht gelungen ist, ein actomyosinahnliches 
Protein aus Nitella zu isolieren, so konnten sie doch die ATP-dephosphorylie- 
rende Aktivitat von KCI-Extrakt, den sie aus frischen oder in Glyzerin vor- 
behandelten Nitella-Zellen gewonnen hatten, demonstrieren. Die Reizwir- 
kung von ATP auf die Strémungsgeschwindigkeit in Pflanzenzellen ist auch 
bekannt (Takata 1958, Sandan 1959). 

Soviel iiber Nitella-Zellen. Ich méchte nun von der Pendelbewegung in 
Myxomyceten-Plasmodien sprechen. 





N. Kamiya 
Protoplasmastrémung im Myxomyceten-Plasmodium 


Ein anderes wichtiges Objekt. an dem die physikalischen und chemischen 
Eigenschaften der Protoplasmastrémung verhiltnismaBig genau studiert 
worden sind, ist das Plasmodium des Myxomyceten, Physarum polycepha- 
lum. Dieser Organismus zeigt in verschiedener Hinsicht charakteristische 
Merkmale in seiner Protoplasmastrémung. Die Strémungsgeschwindigkeit 
sowohl als auch die Menge des transportierten Protoplasmas sind aufer- 
ordentlich gro® (Kamiya 1950a, b, c) im Vergleich mit der gewéhnlichen 
Strémung in Pflanzenzellen. AuBerdem wechselt die Richtung der Strémung 
rhythmisch. Die Protoplasmastrémung in diesem Organismus hat dieselben 
charakteristischen Eigenschaften wie die améboide Bewegung, bei der die 
Strémung des Endoplasmas Anderungen in der auferen Form des Organis- 
mus mit sich bringt und gewoéhnlich eine Orisverainderung verursacht. In 
einer protoplasmatischen Kapillare, deren Wand aus dem Plasmagel ge- 
bildet ist. flieBt das Endoplasma in einer bestimmten Periode hin und zu- 
riick. Die Geschwindigkeit ist am gréBten an der zentralen Achse und 
nimmt nach der Wand hin ab. In der zentralen Region des Rohres aber 
bewegt sich das Endoplasma ungefahr mit gleicher Geschwindigkeit. Das 
Geschwindigkeitsprofil der intrakapillaren Plasmastrémung stimmt mit 
demjenigen iiberein, das eine nicht-Newtonische Fliissigkeit mit strukturel- 
ler Viskositat unter Druckgefalle in einem Rohr bildet (Kamiya 1950 a). 
Es wurde weiter festgestellt, da das Profil der Protoplasmastrémung, die 
unter kiinstlich hervorgerufenem Druckunterschied veranlaBt wird, mit 
demjenigen der normalen Strémung identisch ist (Kamiya und Kuroda 
1958 b). Daraus geht hervor, dafi die normale intrakapillare Strémung ir 
Plasmodien auch durch lokale Verschiedenheiten des inneren Druckes passiv 
hervorgebracht wird. Der Mechanismus der Protoplasmastrémung in 
Myxomyceten-Plasmodien verwandelt sich daher in ein neues Problem: 
Die Frage ist nun, wie andert sich rhythmisch der Grtliche innere Druck? 
Zuerst mochten wir betrachten, wie grof dieser lokale Druckunterschied ist. 
dem die Protoplasmastrémung zuzuschreiben ist. Der lokale Druckunter- 
schied ist die fiir die Strémung verantwortliche Triebkraft. 


Doppelkammermethode 


Durch die Entwicklung der sogenannten Doppelkammermethode ist es 
méglich geworden, die fiir die Strémung verantwortliche Triebkraft an 
diesem Material zu bestimmen. Das niichste Bild (Abb. 7) zeigt die Versuchs- 
anordnung halbschematisch. Die zwei kleinen Protoplasmamassen, a und b, 
werden in zwei Kammerchen, A und B, gesetzt und stehen durch einen proto- 
plasmatischen Strang, der die Querwand durchbohrt, in Verbindung. In 
dem Zustand, wo kein Druckgefalle zwischen A und B vorhanden ist, voll- 
zieht sich die Protoplasmastrémung normal entlang dem Verbindungsstrang 
zwischen den zwei Protoplasmamassen. Wenn jedoch eine Differenz des 
Luftdruckes in den beiden Kammerchen eintritt, wird die Plasmastrémung 
héchst empfindlich beeinfluft. 

Um die Druckdifferenz zwischen Kimmerchen A und B zu regulieren, 
wird das Kammerchen B mit dem Manometer M, dem geschlossenen Gummi- 
zylinder (GZ) und dem Hahn (H) in Verbindung gesetzt. wahrend das 
Kaimmerchen A dem Atmosphirendruck offenbleibt. Der Gummizylinder 
wird zwischen zwei Metallplatten, deren Abstand sich mit Hilfe der Schraube 
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(S) regeln laBt, gebracht. so daB die Gréfe des Luftraumes im Zylinder ver- 
aindert werden kann. 

Mit dieser einfachen Einrichtung kann man bequem nur mit einer einzi- 
gen Schraube den Luftdruck im Kammerchen B sowohl positiv als auch 
negativ in bezug auf den Atmospharendruck kontrollieren. Da im Kammer- 
chen A stets der Atmospharendruck herrscht, ist es wohl méglich, die Druck- 
differenz zwischen beiden Kammerchen nach Belieben abzustimmen. 

Wir nahmen nun an, dafi das Protoplasma gerade von a aus nach b flieBt. 
Wenn der Luftdruck in B nun niedriger gehalten wird als derjenige in A, 
so wird die Plasmastrémung von A nach B der sofortigen Beschleunigung 
unterworfen. Auf diese Weise kann die Plasmastrémung kiinstlich iiber die 
in der Natur vorkommende Geschwindigkeit weit gesteigert werden. 

















~ 


Abb. 7. Schematische Darstellung des Doppelkammersystems fiir die Kontrolle 
der Plasmastr6mung und die Bestimmung der Triebkraft derselben. 


Wird anderseits der Luftdruck in B erhéht, so ist damit eine ent- 
sprechende Verzégerung der Bewegung von A nach B verbunden. In diesem 
Falle nimmt das Volumen der Protoplasmamasse a ab und das von b zu. 
Es ist klar, da die mechanische Energie der treibenden Kraft der Strémung 
auch zum Teil fiir die Arbeit der Expansion des Protoplasmavolumens ver- 
braucht werden mul. Uberschreitet der Gegendruck einmal eine gewisse 
Grenze, d. h. einen kritischen Druck, so wird dabei das vorwiartsstrémende 
Protoplasma zur Umkehr gezwungen. 

Mittels unseres obenerwahnten Verfahrens kann die Plasmastrémung sehr 
genau und sicher in bezug auf die Richtung und Schnelligkeit kontrolliert 
werden, ohne daf das Protoplasma die geringste Schadigung erleidet. Es ist 
allerdings iiberraschend, da solch eine merkliche kiinstliche Modifikation der 
Strémungsschnelligkeit und die erzwungene riick laufige Bewegung weder Ano- 
malitaét noch sichtbare Stérung im Plasmodium hervorruft. Nach Entfernung 
des Druckes ist das Protoplasma sofort wieder ganz im normalen Flu, als ob 
kein Druckunterschied zwischen beiden Kimmerchen ausgeiibt worden wire. 

Es kann so der Fall eintreten, daB der Gegendruck gerade der GréRe der 
Triebkraft gleichkommt. Wird das fliissige Protoplasma sistiert. so kompen- 
siert der Gegendruck die fiir die Str6mung verantwortliche Triebkraft. Den- 
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jenigen Gegendruck, der der Triebkraft der Strémung die Waage hilt, habe 
ich als ..Gleichgewichtsdruck“ (..balance-pressure“) bezeichnet (Kamiya 
1942, 1953). Der absolute Wert des Gleich- 
gewichtsdruckes in einem beliebigen Zeit- 
punkt weist somit den Wert der in der 
lebenden Substanz entstehenden Trieb- 
kraft auf. Angenommen, daf die Rich- 
tung von a nach b als positiv und die 
entgegengesetzte als negativ bezeichnet 
wird, so ist nicht nur der absolute Wert. 
sondern auch das Zeichen der Triebkraft 
dem Gleichgewichisdruck gleichzustellen. 


Da aber die Gréfe der motorischen 
Kraft dauernd ab- oder zunimmt, also 
nie konstant bleibt, beginnt das Proto- 
plasma infolge baldigen Verlustes des 
Gleichgewichts wieder in der einen oder 
in der anderen Richtung zu flieBen, es 
sei denn, daff der Gegendruck gemaf der 
Triebkraft ohne Unterbrechen reguliert 
wird. Wird die Strémung eine Zeitlang 
immobil gehalten, so muf man stindig 
ein Auge auf die kaum merkliche Be- 
wegung haben, die in der einen oder in 
der anderen Richtung aufs neue beginnt. 
Man soll dabei in einer gewissen Lage 
im Verbindungsstrang seine ganze Auf- 
merksamkeit dem inneren, fliissigen Proto- 
plasma schenken, das, ohne Gegendruck, 
jederzeit zu flieBen fahig ist. Sobald zu er- 
kennen ist, welche Richtung die Str6émung 
einschlagen wird, soll der Luftdruck in B 
entweder vergréfert oder verkleinert wer- 
den. Mit nicht viel Ubung und ohne beson- 
dere Geschicklichkeit kann die Mobilitat 
bis auf 50 u beschriinkt werden. Die GréRe 
des Gleichgewichtsdruckes schwankt 
rhythmisch nach der positiven und nega- 
tiven Seite. Der absolute Wert des Gleich- 
gewichtsdruckes iiberschreitet selten eine 
30cm Wassersiiule. In gewohnlichen Fial- 
len schwankt der Gleichgewichtsdruck 
zwischen etwa + 15 und — 15cm. 
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=~ SS 8 Sowie das Protoplasma gar nicht von 
bl beatae a iad A Eh der kiinstlichen Beschleunigung, Hem- 
(Yressassey sop WI) mung und sogar Umkehrung der Stroémung 
fELY GA SLL beeintrachtigt wird, scheint auch die er- 
zwungene Suspendierung keine besondere 
Schadigung auf das Protoplasma auszuiiben. Sobald das Gleichgewicht durch 
das Offnen des Hahns H (vgl. Abb. 7) aufgehoben wird, setzt die Str6mung 
mit der in diesem Moment herrschenden Triebkraft wieder cin. 
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Dynamoplasmogramm 


Zur Darstellung der autonomen Zu- bzw. Abnahme der Triebkraft wird 
der Gleichgewichtsdruck in kurzen Intervallen (3, 10 oder 15 Sekunden) vom 
Manometer abgelesen und notiert oder mit einem selbstregistrierenden 
Manometer eingetragen. Da die Kurven, bei denen es sich um die Darstellung 
der Triebkraft im Verhiltnis zur Zeit handelt, allgemein fiir die Proto- 
plasmaforschung sehr wichtig sind, habe ich sie als , Dynamoplasmogramme™ 
(oder kurz DPG) bezeichnet (Kamiya 1942, 1953). Der Kurvenverlauf der 
Dynamoplasmogramme ist nicht nur nach dem Priaparat des Plasmodiums 
verschieden, sondern er ist auch bei demselben Praparat inkonstant. Die 
obere Kurve in Abb. 8 stellt einen oft beobachteten, typisch regelmafigen 
Fali vor. Wenn die Periode von etwa 120 Sekunden und die Amplitude von 
ungefahr 2.5cm auch nicht genau konstant bleibt, liegt es doch nahe, die 
Wellenform als eine Sinuswelle anzunehmen. Es ist allerdings erstaunlich. 
da die in der kompliziertesten lebenden Substanz entstandene mechanische 
Kraft solch eine einfache periodische Welle zeigt. 

Die Dynamoplasmogramme bieten aber nicht immer eine regelmafige 
Form wie die obere Kurve in Abb. 8: die Welle andert oft recht betrachtlich 
und autonom ihre Amplitude und Form. Die Zu- und Abnahme der Ampli- 
tude erscheint oft in regelmaBigen Intervallen wie bei den Schwebungs- 
wellen. Die untere Kurve in Abb. 8 stelli einen solchen Fall dar. 

Wir kennen nun schon allerlei interessante _Typen von Dynamoplasmo- 
grammen, aber es ist nicht meine Absicht. hier die Mannigfaltigkeit der 
Wellenform und den Grund dafiir zu diskutieren (vgl. Kamiya 1942, 1953, 
1959). Ich moéchte nur sagen, daf® die Betrachtung und Analyse zahlreicher 
Wellenreihen der Dynamoplasmogramme auf ganz plausible Weise die 
Annahme nahelegt, daf solch eine bemerkenswerte Veranderung der Ampli- 
tude und Mannigfaltigkeit der Wellenform als Resultat der Interferenz ver- 
schiedener Sinusschwingungen sich ergeben kénnte, die mit verschiedenen 
Perioden und Amplituden in einem und demselben protoplasmatischen 
System gleichzeitig entstehen. Die gewonnenen Kurven der Dynamoplasmo- 
gramme sind also als Resultat der Superposition einzelner Sinusschwingun- 
gen verschiedener Perioden, Amplituden und Phasen zu betrachten. Das 
Plasmodium ist daher als ein polyrhythmisches System aufzufassen. 


Einflu8 der 4uBeren Faktoren 
auf die fiir die Plasmastrémung verantwortliche Triebkraft 


Wenn die Form des Dynamoplasmogrammes des normalen, gesunden 
Protoplasmas auch unter konstanten Umstanden schon nicht konstant bleibt. 
so machen sich die kiinstlichen Veranderungen durch duffere Faktoren — 
entweder physikalische oder chemische — sehr empfindlich in einer Modifi- 
kation der Periode, Amplitude und Polaritat in den Dynamoplasmogram- 
men bemerkbar. Die Messung der Triebkraft ist auch méglich, wenn die 
Kaimmerchen mit Wasser oder einer Versuchslésung statt mit Luft oder 
Gasen gefiillt sind. Die Dynamoplasmographie ware somit als eine auf- 
schluBreiche Methode zur experimentellen Erforschung des Protoplasmas 
anzusehen. 


Das Plasmodium in der Doppelkammer kann auf zweierlei Weise be- 
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handelt werden, 1. die zwei Protoplasmamassen in beiden Kiammerchen 
befinden sich unter denselben experimentellen Bedingungen, 2. nur eine 
Halfte des Plasmodiums, die in einem Kammerchen der Doppelkammer 
liegt. erfahrt die experimentelle Behandlung, wahrend die andere Hialfie 
unbehandelt bleibt. Wird ein Kammerchen der Doppelkammer der experi- 
mentellen Behandlung unterworfen, so wird im Protoplasma die Tendenz 
ausgeldst, nach dem behandelten Teil oder dem entgegengesetzten Teil hin 
zu flieBen, indem das Plasmodium seine dynamische Polaritat, d. h. Taxis, 
verandert. 

Abb. 9 zeigt eine Doppelkammer, in die das Material eingefiihrt, die 
aber noch nicht mit dem Glasdeckel verschlossen ist; in ihr wurde die Wir- 
kung der chemischen Agenzien auf die Erzeugung der fiir die Plasma- 
strémung verantwortlichen Triebkraft untersucht. Vor einiger Zeit haben 

wir mit Hilfe einer 
speziellen Doppelkam- 
mer, die auch als volu- 
metrischer Respirometer 
funktioniert, gleichzeitig 
die fiir die Strémung 
verantwortliche Trieb- 
kraft und die Atmung 
des Plasmodiums gemes- 
sen (Kamiya, Abe 
und Nakajima 1957a). 
Auf die Einzelheiten des 
Apparates méchte ich 
aber hier nicht zu spre- 
chen kommen (vgl. Ka- 
miya 1959, 49 ff.). 
Abb. 9. Doppelkammer, mit der die Wirkung der Ich méchte nun kurz 
chemischen Agenzien auf die Triebkraft der Stré-  jiber die Wirkung der 
mung untersucht wurde. metabolischen Gifte auf 
die Triebkraft berichten. 
Mit Hilfe der Doppelkammer wurde festgestellt, daf alle Bedingungen, 
die die Atmung hemmen, wie z. B. niedrige Sauerstoffkonzentration 
(Ohta 1952, Kamiya 1953, Kamiya, Nakajima und Abe 1957, 
Kamiya. Abe und Nakajima 1958) (Abb. 10), Cyanide (Ohta 
1952, Kamiya, Nakajima und Abe 1957, Kamiya, Abe und 
Nakajima 1957 b), Kohlenmonoxyd (Ohta 1952, Abe, Nakajima und 
Kamiya 1959), usw., die Triebkraft nicht verringern, sondern sogar er- 
héhen. Im Gegensatz dazu unterdriicken Reagenzien wie Monojodessigsaure 
(Abe, Nakajima und Kamiya 1958) und Fluoride (Kamiya, 
Nakajima und Abe 1957), die die Glykolyse sistieren, die Produktion 
der Triebkraft schon in der Konzentration, bei der die Atmung nicht beein- 
fluBt wird. Es gab da fast gar keine Ausnahme. 


Unsere Ergebnisse, die wir bisher gewonnen haben, zeigen, da® die 
Energie, die fiir die Strémung benétigt wird, in erster Linie durch Glykolyse 
(Garung) produziert wird. Von diesem Gesichtspunkt aus ist die Zunahme 
der Triebkraft im anaeroben Zustand oder unter dem Einflu® von Kalium- 
cyanid oder Kohlenmonoxyd als Folge des Pasteur-Effekts verstiandlich 
(Kamiya 1959, Hatano und Takeuchi 1960). 
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ATP und ATP-empfindliches Protein im Plasmodium 


Es wurde festgestellt, daB die Triebkraft der Plasmastrémung innerhalb 
10 Minuten sehr auffallend vergréRert wird, wenn das Plasmodium in das 
Medium mit 2 X 10-* mol ATP gebracht wird. Wenn 1 ul von 1 X 10-* mol 
ATP ins Plasmodium (ca. 10mg) zusammen mit Mg-lonen injiziert wird, 
d. h. wenn das ATP-Niveau um ungefahr 1 X 10-4 mol erhéht wird, dann 
ist ebenfalls die auffallende Zunahme der Triebkraft zu sehen. Hier aber 
tritt die Wirkung ohne Verzégerung ein (Takata 1957). Wenn eine noch 
groéRere Menge von ATP in das Plasmodium injiziert wird, nimmt die Trieb- 
kraft ab. 

Auf Grund des Mikroinjektionsversuches ist es wahrscheinlich, daB das 
ATP-Niveau des Grundplasmas hinsichtlich der Strémung eher unter dem 
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Abb. 10, Gleichzeitige Darstellung der Triebkraft und O,-Aufnahme von einem 
Plasmodium unter niedrigem (2.5%) Sauerstoffdruck. 


Optimum als im Optimum oder iiber dem Optimum liegt. AMP hat keine 
Wirkung auf die Erzeugung der Triebkraft. Hatano und Takeuchi 
(1960) haben kiirzlich bei verschiedenen experimentellen Bedingungen die 
Menge von ATP im Myxomyceten-Plasmodium bestimmt. Sie konnten nach- 
weisen, daf{ im nicht vorbehandelten Plasmodium von Physarum poly- 
cephalum ATP in einer Konzentration von 0.4 wmol und ADP von 0,2 wmol 
in 1 g Frischgewicht enthalten ist. Es enthalt weder Kreatinphosphat noch 
Argininphosphat. 

Bei der Erforschung der Mechanochemie der Protoplasmastrémung 
haben die Forscher in jiingster Zeit ihre gréBte Aufmerksamkeit dem 
System von ATP und actomyosinahnlichem Protein geschenkt, dessen Vor- 
handensein im Myxomyceten-Plasmodium zuerst von Loewy (1952) be- 
schrieben wurde. Spater untersuchten Ts’ o und andere (1956 a, b, 1957 a, b) 
und Nakajima (1956, 1960) die physiko-chemischen und enzymatischen 
Eigenschaften dieses Proteins. Sie haben nachgewiesen, daB ein kontraktiles 
Protein, das ATP-empfindlich ist und selbst ATPase-Aktivitat besitzt, eben- 
falls im Myxomyceten-Plasmodium vorhanden ist. 
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SchluBbetrachtung 


Zusammenfassend kénnen wir unter Beriicksichtigung der physiologi- 
schen Merkmale der Protoplasmastrémung in Myxomyceten-Plasmodien 
folgendes sagen: 

1. ATP und actomyosinahnliche kontraktile Eiweisse sind in den 
Myxomyceten-Plasmedien vorhanden: 

2. Anderungen in der Molekularstruktur oder im Aggregatzustand der 
in Frage kommenden Proteine sind verantwortlich fiir die Erzeugung der 
Triebkraft der Protoplasmastrémung: 

3. die erforderliche Energie dafiir wird vom ATP geliefert: 

4. das in Frage kommende ATP wird bei dem Girungsprozef erzeugt. 

Die Schliisse enthalten natiirlich nicht wenig Spekulation und Unbe- 
kanntes. Dies gilt besonders von Punkt 2. da wir praktisch nichts iiber 
die dynamische Organisation der actomyosinahnlichen kontraktilen Eiweife 
ia einem protoplasmatischen System. wie dem des Plasmodiums, wissen. 
Unsere Kenntnis ist noch zu diirftig, um erklaren zu kénnen, wie die fiir die 
Protoplasmastr6émung verantwortliche Triebkraft erzeugt wird, entspre- 
chend einer periodischen Form, die in dem Dynamoplasmogramm so klar 
demonstriert ist. Wenn wir jedoch die cben erwahnte Anschauung annehmen, 
ist es méglich, die bis heute gewonnenen Kenntnisse iiber Myxomyceten- 
Plasmodien fast widerspruchsfrei verstandlich zu machen. 

Im Vorangegangenen berichtete ich, daf die Rotationsstrémung in 
Nitella herbeigefiihrt wird durch eine Schubwirkung in der interfacialen 
Region zwischen dem Endoplasma und der gelartigen Rindenschicht. Ich 
erwahnte auch, daft die Protoplasmastrémung im Myxomyceten-Plas- 
modium durch Druckunierschied verursacht wird. Die Erzeugung einer 
Schubkraft zwischen der Sol- und Gelschicht. wie dies bei der Rotations- 
stromung in Nitella beobachtet wurde. und die Erzeugung der Druckunter- 
schiede, die im Myxomyceten-Plasmodium festgestellt wurde. fiihren beide 
gleichartig die Protoplasmastrémung herbei. Es ist jedoch fraglich, 
ob sie in bezug auf ihren Mechanismus eine gemeinsame Basis haben. Ich 
méchte annehmen, da sie in Zukunft einmal in einem theoretischen System 
enthalien sein werden. Obgleich wir tatsachlich nach solch einem einheit- 
lichen Bewegungsbild im Protoplasma suchen, scheint es gegenwiirtig noch 
an experimentellen Unterlagen zu fehlen, die eine solche Spekulation recht- 
fertigen. Es mul gesagt werden, da wir jetzt noch in einem Stadium sind. 
in dem wir jedes Phinomen getrennt ohne irgendeine vorgefaBte Meinung 
erforschen miissen. 
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Referat 


Reimer, Ludwig: Elektronenmikroskopische Untersuchungs- und Pra- 
parationsmethoden. Mit 135 Abb., 20 Bildtaf., VIII. 300 S. Berlin- 
Gottingen-Heidelberg: Springer-Verlag, 1959. Ganzl. DM 58.—. 


Die letzte Auflage des Buches von v. Borries ,.Die Ubermikroskopie™ ist 
schon lange vergriffen. Man mag ihm nachtrauern, aber die rasche Ent- 
wicklung der Gerate und der Praparationsmethoden hat es leider weit- 
gehend veralten lassen. Das gilt ganz besonders fiir die Verfahren zur 
Untersuchung biologischer Objekte. Was wire heute iiber die sublicht- 
mikroskopischen Zellstrukturen bekannt, wenn wir nicht die modernen 
Ultramikrotome zur Verfiigung hatten? 

Das Fehlen eines Buches, in dem die Methoden dargestellt sind, die heute 
in fast allen Laboratorien, in denen man elekironenoptisch arbeitet, ange- 
wandt werden, war in der letzten Zeit stérend geworden. Das miindliche 
Weiterreichen von Erfahrungen und Laborrezepten im exklusiven Kreis 
ist in der Pionierzeit die einzige Méglichkeit zur Orientierung. Heute jedoch, 
wo die Elektronenmikroskopie neben anderen Verfahren schon von Doktor- 
anden wie selbstverstandlich benutzt wird, ist der Mangel eines Werkes. 
das gut und zuverlassig iiber das Verfahren unterrichtet, ein Hemmnis. 

Diese Liicke hat Reimer erkannt und ausgefiillt. Der Autor ist als er- 
fahrener Praktiker nicht nur theoretisch mit der Elektronenmikroskopie 
verbunden. Das Wagnis, in einem Band von einer Feder sowohl die Elek- 
tronenoptik als auch die Praparation biologischer Objekte darzustellen, 
kann als gegliickt bezeichnet werden. 

Beide Teile des Buches sind auch fiir den physikalisch weniger vor- 
gebildten Biologen gut lesbar. Besonders fiir die anschauliche Darstellung 
der elektronenoptischen Methoden und ihrer Grundlagen, wie etwa Strahi- 
erzeugung, Linsen, Bildfehler, Entstehung des Bildkontrastes usw., miissen 
wir dem Autor dankbar sein. Denn noch ist die Elektronenmikroskopie 
kein Verfahren, das ,,von selbst* lauft. Der Elektronenmikroskopiker mu 
sein Instrument besser kennen als ein Autofahrer sein Auto. 

In weiteren Abschnitten des ersten Teiles erfahrt der Leser, welche 
Moglichkeiten andere Verfahren als die meist benutzte Durchstrahlungs- 
mikroskopie geben, etwa die Reflexions- oder die Emissionsmikroskopie. 
Wenn sie ebenso wie die Elektronenbeugung bei biologischen Objekten 
seltener angewandt werden, so sind die Kenntnisse hieriiber nicht nutzlos, 
da sie auch in der Literatur zu biologischen Fragen erwahnt werden. Be- 
sondere Aufmerksamkeit wird der Abschnitt iiber Praparatveranderungen 
unter Elektronenbeschuf finden. 

Der zweite Teil des Buches, der beziiglich der Seitenzahl die Hialfte aus- 
macht, beschreibt die Praparationsmethoden. Es wiirde zu weit fiihren, alle 
Abschnitte im einzelnen aufzuzihlen. Man darf aber sicher sein, da der 
Autor mit groer Sorgfalt vorgegangen ist und kein wichtiges Teilgebiet 
ausgelassen hat. Die erprobten Verfahren zur Herstellung der Trager- 
folien werden ebenso besprochen wie die Herstellung von Suspensionen, die 
Verfahren zur Herstellung von Oberflichenabdriicken oder die Durch- 
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fiihrung der Bedampfung. Von ganz besonderem Interesse fiir den Biologen 
sind die mit in diesem Buchteil “untergebrachten Abschnitte: Fixierung und 
Kontrastierung, Gefriertrocknung, Entwisserung und Einbettung sowie die 
Ultramikrotomie. Meines Erachtens kénnen gerade diese Abschnitte nicht 
zu lang geraten und zu ausfiihrlich dargestellt werden. Die Beschreibung 
auf 50 Seiten (von 300 des Buches) erscheint mir ein wenig zu kurz. Von 
dem, natiirlich etwas einseitigen, Standpunkt des Biologen ‘liegt i in diesem 
Abschnitt der Kern der AusGhrannen. Dieses Thema berubrt den Kummer, 
den wir mit unseren Objekten haben, es macht uns aber auch in der Vielfalt 
der Lésungsversuche Hoffnung auf die zukiinftigen Méglichkeiten. Unsere 
Bitte an den Autor: Erweiterung dieser Abschnitte zu einem ganzen Buch- 
teil. 

Es ist erstaunlich, wie geschickt der Autor bei aller Kiirze den Stoff 
auszuwiahlen verstand. Auf wenigen Seiten findet sich vereint, was sonst 
miihsam zusammengetragen werden miiBte. Gut ist z. B. die Zusammen- 
fassung ievadiiodunar Einbettungsverfahren in einer Tabelle. 

Das ganze Buch ist straff nach dem Dezimalsystem gegliedert, beispiels- 
weise: $17: Anorganische disperse Systeme, 17.1: Pulverférmige Sub- 
stanzen, 17.11: Aufstaubung. Die Vorteile liegen oak der Hand. “Nur an 
einzelnen Stellen erscheint es doch fraglich. ob die Gliederung so weit ge- 
fiihrt werden sollte, daB eine Trennung von zusammengehirenden Sek. 
verhalten in Kauf genommen werden kann. So erfahrt Fe Leser iiber das 
Eintrocknen von Suspensionen etwas unter 17.12 (Eintrocknen_ einer 
Suspension) und unter 18.21 (Eintrocknen eines Tropfens auf einer Trager- 
folie). Der erste Abschnitt rubriziert unter ,,Anorganische disperse Systeme“. 
der zweite unter Organische disperse Systeme”. 

Die einzelnen Ahschnitic sind in sich gut iiberschaubar, der Stil des 
Autors ist frisch, die Ausdrucksweise treffend, niemals den Leser ermiidend, 
die Ansichten sind im besten Sinne subjektiv. Am Ende jedes Absdchnittes 
findet sich die wichtigste Literatur zusammengestellt. Die Bebilderung im 


Text ist vorziiglich. Exe besonderer Bildanhang erliutert den Text. Fiir den 
Anfanger ist das Bezugsquellenverzeichnis sehr niitzlich. 

Zusammenfassend |aBt sich sagen, daB dieses z. Zt. modernste Buch iiber 
die Elektronenmikroskopie dem Erfahrenen eine gute Gedadhitnisstiitze, 
dem Anfanger ein fast ideales Lernbuch und dem, der noch nicht elek- 
tronenmikroskopisch arbeitet, ein zuverlassiges Nachschlagwerk ist, 


E. Kuhnke (Bonn). 
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»»Der reiche gedankliche Inhalt des vorliegenden Buches von Homma griindet sich auf eine 
breite naturwissenschaftliche und biologische Basis. Der Verfasser geht von der Frage aus, 
was Form iiberhaupt ist und kommt zu dem Ergebnis, daB es sich um eine Qualitat 
handelt, die nicht als Substrat, sondern nur als Relation auftritt. Sie gehért daher in den 
Bereich des Abstrakten, auch wenn sie corpusculare Teilchen betrifft. Er geht dann auf 
die Form der lebendigen Substanz ein und stellt fest, dafS das Leben untrennbar an die 
gesetzmaBige topische Relation der Teile in den verschiedenen Dimensionen gebunden ist. 
Daraus geht hervor, da8 das Leben nicht nur aus dem materiellen Substrat erklarbar ist, 
sondern da8 notwendigerweise etwas Abstraktes in ihm enthalten ist: Die topische Relation, 
die der Form des Lebendigen gleich ist... Das Buch ist in einer wohltuend straffen 
Form geschrieben. Es zeichnet sich durch eine kluge Darstellung des schwierigen Stoffes 
aus und ist in der Lage, jedem, der an biologischen Fragen interessiert ist, eine Fille von 
Anregungen zu geben.‘ 

Berichte wiber die allgemeine und spezielle Pathologie 
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